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Résumé
Le virus de l’imrnunodéficience humaine de type 1 (VIH-l), un rétrovirus de la
sous-famille des lentivinis, cause le syndrome d’immunodéficience acquise, ou SIDA.
Le VIII-l code pour des protéines dites accessoires qui jouent un rôle important dans
la pathogénèse du virus. Une de ces protéines accessoires, la protéine Vpu, a deux
fonctions biologiques principales. D’abord, Vpu induit la dégradation de la molécule
CD4, un des récepteurs du VIH-l à la surface des cellules. Également, Vpu permet
d’augmenter la relâche virale, ce qui a pour effet de diminuer la mortalité cellulaire et
les effets cytopathiques, en plus de faciliter la propagation du virus. Cette
augmentation de la relâche virale par Vpu s’effectuerait par un mécanisme lié au type
cellulaire ou à l’environnement cellulaire, plutôt qu’à un effet direct sur Gag, une
protéine du VIII-1 essentielle à son assemblage. Cependant, le mécanisme permettant
à Vpu d’augmenter la relâche virale reste à déterminer. Certains éléments indiquent
que l’assemblage du VIII-1 s’effectuerait au niveau de microdomaines membranaires
riches en cholestérol et en sphingolipides, appelés radeaux lipidiques. Nous avons
donc émis l’hypothèse que Vpu, potir augmenter la relâche virale, pourrait faciliter le
ciblage et/ou l’assemblage du précurseur polyprotéique Gag au niveau des radeaux
lipidiques. Au cours de cette étude, nous avons procédé à l’isolement de radeaux
lipidiques à partir de cellules HeLa transfectées avec des constructions provirales
déficientes pour les glycoprotéines d’enveloppe et la protéase virale, et différant pour
la présence de Vpu. Nous n’avons pas été en mesure de déterminer avec certitude si
Vpu permet d’accroître la quantité de p55Gag au niveau des radeaux lipidiques. Il
semble y avoir une augmentation de ta quantité de Gag au niveau des radeaux
lipidiques en présence de Vpu, mais la différence observée n’est pas très importante.
De pltis, nous avons montré que la rédtiction des radeaux lipidiques à la membrane
plasmique n’a pas d’effet sur la capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale. Cela
nous porte à croire que Vpu pourrait agir sur la localisation de Gag à des radeaux
lipidiques situés à des membranes intracellulaires, mais des expériences
supplémentaires doivent être effectuées pour confirmer cette hypothèse.
Mots clés : VIH-1, Vpu, assemblage viral, radeaux lipidiques.
VSumm ary
The human immunodeficiency virus type I (I-11V- 1) is a retrovirus of the lentivinis
subfamily that causes the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). HIV-I
encodes accessory proteins that play an important role in viral pathogenesis. One of
these accessory proteins, the Vpu protein, has two main biological functions. f irst,
Vpu mediates the degradation of CD4 molecule, one ofthe HIV-l receptors located on
the ce!! surface. Also, Vpu increases viral release, which diminishes celi death and
cytopathic effects, whule increasing viral spread. This increased viral release by Vpu
could be the resuit of a modification of a cellular pathway or the cell environment,
instead of a direct effect on Gag, a HW-I protein essential for viral assembly.
However, the mecanism used by Vpu to increase viral release is yet to be determined.
Some observations indicate that HIV- 1 assembles in membrane microdomains rich in
cholesterol and sphingolipids named lipid rafts. We came with the hypothesis that
Vpu couÏd increase viral release by facilitating the targeting and/or the assembly ofthe
Gag polyprotein precursor in lipid rafts. In this study, we have isolated lipid rafts from
HeLa ceils transfected with proviral constmcts deficient for the envelope glycoproteins
and the viral protease, and different for the expression of the Vpu protein. We were
flot able to clearly detenriine if Vpu increases the amount of p55Gag in lipid rafis.
There seems to be an increase of the amount of the Gag protein in lipid rafts when Vpu
in present, but the difference observed is not veiy important. Also, we have shown
that the depletion of the lipid rafts located at the plasma membrane had no effect on
Vpu’s ability to increase viral release. We came with the idea that Vpu could instead
have an effect on the localisation of Gag in lipid rafts at intracellular membranes, but
additional experiments have to be conducted to confirm this hypothesis.
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1. Introduction
Le virus de l’irnmunodéficience humaine (VIH) est l’agent étiologique du
syndrome d’irnrnunodéficience acqtiise, ou SIDA. Ce syndrome se caractérise par une
dégénérescence du système immunitaire et du système nerveux central. Environ 4,8
millions de personnes auraient été nouvellement infectées par le VIH en 2003. Pour
l’année 2003 seulement, il y aurait eu 2,9 millions de décès attribués au VIH, portant
ainsi le nombre de personnes décédées à plus de 20 miLLions depuis l’apparition des
premiers cas de SIDA en 1981. Aujourd’hui, on estime que de 34,6 à 42,3 millions de
personnes vivent avec le VIH. L’Afrique subsaharienne est la région du globe la plus
touchée par l’épidémie; bien qu’elle n’abrite que 10% de la population mondiale, près
des deux tiers des personnes infectées par le VIH vivent dans cette région (128). En
1983, différents laboratoires ont isolé un virus de patients asymptomatiques ou ayant le
SIDA, et ont constaté des similarités avec des virus de la famille des rétrovirus. Le
virus isolé était hautement cytopathique pour les cellules mononucléaires du sang
périphérique (PBMC), et, lorsque mis en culture, tuait de façon spécifique les
lymphocytes T CD4+. Le nouveau rétrovirus avait également des caractéristiques
morphologiques et génétiques associées à la sous-famille des lentivinis, et il était
associé att SIDA à la fois aux États-Unis, en Europe et en Afrique centrale. Il a donc
été nommé virus de l’immunodéficience humaine, oti VIH. Il fut ensuite renommé
VIH-1, à la suite de la découverte, en 1986, chez des individus de plusieurs pays
d’Afrique de l’ouest, d’un rétrovirus apparenté, moins pathogène et distinct du point de
vue immunologique, qui fut alors nommé VIH-2 (8$). Ces deux virus ont également
une organisation génomique différente, le VIH-l codant pour le gène vpu, absent chez
le VIH-2, ce dernier codant pour le gène ‘ipx, absent chez le VIH-l et apparenté au
gène vpr (49). Par la suite, d’autres lentivinis de primates ont été découverts, certains
montrant des ressemblances avec le VIH-1 au niveau de la morphologie et de
l’organisation génomique. L’inoculation de ces virus à des singes macaques rhésus,
par exemple, induisant une maladie semblable au SIDA, ces virus furent nommés virus
de l’imrnunodéficience simienne (ou VIS), permettant ainsi de les distinguer des virus
humains VIH- 1 et VIH-2. Les relations phylogénétiques établies entre les différents
lentivirus laissent croire que le VIH- 1 serait dérivé du VIS (virus de
2l’irnmunodéficience simienne, chimpanzé), et que le VIH-2 aurait pour origine le
VIS (sooty mangabey) (88).
De façon plus générale, les rétrovirus sont des virus enveloppés possédant un
génome ARN simple brin, linéaire, non segmenté et de polarité positive. Leur
stratégie de réplication comprend la transcription inverse de leur génome ARN en
ADN double brin linéaire, suivie de l’intégration de cet ADN dans le génome de la
cellule hôte. Les rétrovirus sont considérés simples ou complexes en regard de leur
organisation génomique. En plus des cadres de lecture pour les gènes structuraux gag,
p0!, et env, retrouvés chez tous les rétrovirus, les rétrovirus complexes, dont font partie
les lentivints, possèdent des cadres de Lecture pour des gènes régulateurs et accessoires
(29).
2. Structure du virus
La taille du virion est d’environ 145 nm, et ne varie pas avec la maturation
(17)(Figure 1). Le VIH-l acquiert son enveloppe lipidique de la membrane de la
cellule hôte lors du bourgeonnement viral (49). Insérées dans cette enveloppe se
trouvent de 70 à 80 spicules (56) formées des sous-unités TM (transmembranaire,
gp4l) et SU (surface, gpl2O) de la glycoprotéine Env. La protéine de matrice p17
(MA) forme une couche tapissant la membrane interne de l’enveloppe virale. À
l’intérieur de la particule virale se trouve une structure de forme conique, appelée
capside ou core, constituée de la protéine p24 (CA). La partie N-terminale de CA
permet l’incorporation de la cyclophiline A, une protéine cellulaire, alors que sa
portion C-terniinale contient un domaine de dimérisation compris entre les résidus 151
et 23 1 qui permet les interactions entre les molécules de Gag. La capside renferme
deux copies de l’ARN génomique viral. Ces brins non segmentés d’ARN génomique
sont liés à des protéines de la nucléocapside (p7, NC). Les enzymes transcriptase
inverse (RT) et intégrase (iN) se trouvent également à l’intérieur de la capside, alors
que l’enzyme protéase (PR) est retrouvée à l’extérieur de celle-ci (51). En plus des
enzymes et des protéines de structure, les protéines virales Nef Vif et Vpr sont
3incorporées dans la particule virale (21, 24, 30). Certaines protéines cellulaires se
retrouvent également dans les virions, telles la t32-microglobuline, les molécules CD4,
des antigènes des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de type I et de type
II, Y’actine, l’ubiquitine et la cyclophiline A (4, 50, 92).
3. Organisation génomique du vïrus
Après l’entrée du virus dans la cellule hôte, le génome ARN est rétrotranscrit en
ADN double brin. Cet ADN viral de 9,8 kb (117) sera par la suite intégré au génome
cellulaire, et sera alors désigné ADN proviral, ou provints. Cet ADN proviral contient,
à chacune de ses extrémités 5’ et 3’, des séquences dupliquées appelées LTR (long
terminal repeat), générées lors du processus de transcription inverse. Certaines
séquences contenues dans ces LTR servent justement à l’intégration de l’ADN viral
dans l’ADN chromosomique cellulaire. Cependant, une fois cette étape d’intégration
passée, la principale fonction des LTR se situe au niveau de la régulation de la
transcription des ARN viraux. Chacun des LTR est constitué, dans l’ordre, des régions
U3, R et U5. Dans la région U3 se trouvent la séquence du promoteur ainsi que des
séquences régulatrices. Dans le LTR en 5’, ces séquences jouent leur rôle au moment
de la réplication virale. La boîte TATA couvre les nucléotides —29 à —24 en amont du
codon initiateur. Le facteur de transcription TFIID ira se lier à cette séquence, et sera
reconnu par le facteur TfIIB, permettant ainsi le recrutement de l’enzyme ARN
polymérase II cellulaire, ce qui initiera le processus de transcription et d’élongation des
ARN viraux. La région R des LTR contient le signal de polyadénylation (AATAAA),
et cette séquence présente dans le LTR en 3’joue son rôle lors de la réplication virale
(88). Le VTH-1 étant un rétrovirus complexe, son génome code pour les gènes
structuraux gag, poÏ et env, mais il contient également des cadres de lecture ouverts
codant pour les gènes régulateurs i-ev et tat, ainsi que pour les gènes accessoires neJ
v/ vpr et vpu (Figure 2). Les cadres de lecture ouverts Gag, Pol et Env, codent pour
des précurseurs polyprotéiques qui produisent les composantes individuelles des


















Figure 1. Structure de la particule virale du VIH-1. Schéma de l’organisation
structurale de la particule virale. (figure tirée de Retrovinises, Coffin, John M.; Hughes,
Stephen H.; Varmus, Harold E. Plainview (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press;
c1997.)
tel’
Figure 2. Organisation génomique du VIH-1. (figure adaptée de Greene, W.C. &
Peterlin, B.M. 2002. Charting HIV’s reniarkable voyage through the ceil : Basic science as a
passport to future therapy. Nature Med. 8(7);673-680.)
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54. Cycle de réphication viral
4.1 Attachement au récepteur et entrée
Le VIH- 1 infecte principalement des lymphocytes T CD4+, ainsi que des cellules
de la lignée monocytes/macrophages. Les virus ayant un tropisme pour les
lymphocytes T CD4+ sont désignés T tropiques, alors que les virus M tropiques vont
infecter préférentiellement les monocytes/macrophages (29). Ces deux types
cellulaires possèdent à leur surface la molécule CD4, un des deux récepteurs du VIH-l.
La molécule CD4 est une molécule de 55 kDa faisant partie de la famille des
immunoglobulines. Elle est constituée de quatre domaines extracellulaires Dl à D4,
d’un domaine transmembranaire hydrophobe, ainsi que d’un domaine cytopi asmique.
Son rôle premier a lieu lors de réactions immunitaires; en effet, le CD4 permet une
stabilisation de l’interaction entre le récepteur des lymphocytes T (TCR T ccli
receptor) et les molécules du CMH de classe II retrouvées à la surface des cellules
présentatrices d’antigènes (APC antigen-presenting cells). En plus du récepteur CD4,
le VIH-l interagit avec deux principaux corécepteurs, les molécules CXCR4 et CCR5,
qui sont des récepteurs de chimiokines. Les isolats du VIH-1 utilisant le CXCR4,
généralement des virus T tropiques, sont désignés X4, alors que les isolats ayant
comme corécepteur le CCR5, généralement des virus M tropiques, sont quant à eux
désignés R5. Certaines souches ont un double tropisme, utilisant à la fois CXCR4 et
CCR5; elles sont désignées X4R5 ($8).
4.1.1 Env
L’entrée du VIH-1 dans la cellule cible se fait par fusion de l’enveloppe virale
avec la membrane cellulaire, de façon pH indépendante (159). La glycoprotéine
d’enveloppe, exprimée à la surface du virus, permet l’attachement de ce dernier à la
cellule cible. La glycoprotéine Env est d’abord synthétisée sous la forme d’un
précurseur de 160 kDa (gp 160) au niveau du réticulum endoplasmique rugueux (RER)
où elle est glycosylée de façon cotraductionnelle et où elle oligomérise principalement
sous forme de trimère. Le précurseur gpl6O est par la suite transporté au Golgi où il
subit un clivage protéolytique par une protéase cellulaire, la furine. Ce clivage permet
6la formation de la sous-unité de surface (SU) gpi2O et de la sous-unité
transmembranaire (TM) gp4l (88). Ces deux sous-unités demeurent cependant
associées de façon non covalente, les résidus 36 à 45 en N-terminal et les résidus 491 à
501 en C-terminal de la gpl2O mature étant importants pour cette association (70). La
molécule de gpl2O est constituée de différents domaines conservés (Cl à C5) et
variables (Vi à V5). Lors de l’attachement du virus à la cellule cible, il y a liaison des
domaines C3 et C4 de gpl2O avec une région en N-terminal du domaine extracellulaire
de CD4. Cette liaison entraîne un changement de conformation permettant alors la
liaison de la gpl2O avec le corécepteur, CXCR4 ou CCR5. Le domaine V3 de gpl2O
semble jouer un rôle déterminant dans le tropisme du virus. Suite à la formation d’un
complexe ternaire entre la gpl2O, CD4 et le corécepteur, il y a induction d’un second
changement de conformation au niveau de la gp4l, exposant ainsi un peptide de
fusion. Ce dernier induira la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire
(8$). L’oligomérisation de gp4l est importante pour cette activité fiisogénique (8).
4.2 Décapsidation et transcription inverse
La fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire permet la formation
d’un pore de fusion par lequel la capside virale pénètre à l’intérieur de la cellule. Il y a
alors décapsidation, processus encore mal compris mais qui impliquerait la
cyclophiline A, les protéines virales Nef et peut-être Vif, ainsi que la phosphorylation
de la protéine de matrice (MA) par une MAP kinase. La décapsidation permet la
formation du complexe de transcription inverse comprenant le génome viral ARN, une
amorce ARNt, et les protéines virales RT, IN, MA, NC et Vpr (66).
74.2.1 Transcriptase inverse (RT)
La transcription inverse génère un fragment d’ADN double brin à partir du
génome viral ARN simple brin. Ce processus requiert l’action de l’enzyme virale
transcriptase inverse (RT). L’enzyme RT mature est un hétérodimère composé de
deux sous-unités de 66 et 51 kDa. Elle possède trois activités enzymatiques
différentes t une activité ADN polyrnérase ARN dépendante; une activité RNaseH
permettant la dégradation de l’ARN présent dans les hybrides ARN-ADN; et une
activité ADN polymérase ADN dépendante. La RT n’a cependant pas de fonction de
correction, ce qui cause des taux de mutation élevés (8$). Le processus de
transcription inverse comporte plusieurs étapes. D’abord, une amorce d’ARNt se lie à
la séquence PBS (primer binding site) de l’ARN génomique. Cet ARNt est
rétrotranscrit pour former une copie d’ADN de l’extrémité 5’ de l’ARN génomique.
L’activité RNase de la RT enlève l’ARN de l’hybride ARN-ADN ainsi formé. Le brin
(-) d’ADN va alors effectuer un saut pour s’hybrider à la partie R située en 3’ de
l’ARN génomique. Ce brin t-) d’ADN est ensuite allongé et complété, la majorité de
l’ARN est enlevé, sauf pour la séquence PPT (poly-purine track) qui sert d’amorce
pour la synthèse de la partie 5’ du brin (+) d’ADN. L’activité RNase va dégrader
l’ARNt et la séquence d’ARN PPT. Le brin (+) d’ADN fait alors un saut pour se lier à
la séquence PBS de l’extrémité 3’ du brin t-) d’ADN. finalement, les brins (-) et (+)
d’ADN sont allongés et complétés, formant de l’ADN double brin avec des séquences
LTR dupliquées se retrouvant dans la même orientation à chacune des extrémités (49).
4.3 Intégration
Une fois la transcription inverse complétée, il y a formation du complexe de
préintégration (PIC t preintegration complex) composé de l’ADN viral double brin, des
protéines virales IN, MA, RI et Vpr, ainsi que de la protéine cellulaire HMGI(Y)
(high-mobility group DNA-binding protein) (66). Le VIH-1 peut infecter des ceiltiles
en atTêt de cycle (9$). La taille du PIC étant environ le double du diamètre du pore
8nucléaire, le PIC ne peut être importé au noyau par diffusion passive et donc doit être
transporté activement à travers ce pore. Les protéines virales TN, Vpr et MA
contiennent des signaux de localisation nucléaire (NLS) et seraient impliqttées dans le
transport actif du PIC dans le noyau (66).
4.3.1 Intégrase (IN)
Rendu à l’intérieur du noyau, l’ADN viral pourra être intégré à l’ADN
chromosomique cellulaire de façon séquence indépendante. Cette intégration est
médiée par l’enzyme virale intégrase (IN), une protéine de 32 kDa générée lors du
clivage de la portion C-terminale du précurseur Gag-Pol par la protéase virale (PR).
L’intégrase va d’abord cliver deux nucléotides aux extrémités 3’ de chacun des brins
de l’ADN viral linéaire, ce qui génère des extrémités 3’-OH libres. Une fois dans le
noyau, l’intégrase va ensuite catalyser le clivage de l’ADN cellulaire cible, permettant
la liaison des extrémités 3’ de l’ADN viral avec les extrémités 5’ de l’ADN cellulaire
clivé. La machinerie de réparation cellulaire viendra remplir les espaces libres créés
dans l’ADN cellulaire, ce qui complétera le processus d’intégration ($8).
9Figure 4. Étapes tardives du cycle de réplication du VIH-1. (Figure tirée de Greene,
W.C. & Peterlin, B.M. 2002. Charting HIV’s remarkable voyage through the ceil: Basic
science as a passport to future therapy. Nature Mcd. 8(7);673-680.)
Figure 3. Étapes précoces du cycle de réplication du VIH-1. (Figure tirée de Greene,
W.C. & Peterlin, B.M. 2002. Chaiting HIV’s rernarkable voyage through the celi: Basic



























4.4 Transcription des gènes viraux
4.4.1 Tat
Une fois l’ADN viral intégré au génome cellulaire, il y a transcription des gènes
viraux par la machinerie de la cellule. Le LTR situé en 5’ de l’ADN proviral contient
la séquence promotrice, la boîte TATA, ainsi que des sites Spi. Ces éléments
permettent le positionnement de l’ARN polymérase II (ARN pol II) cellulaire au site
d’initiation de la transcription. L’ARN pol II commence la transcription dii génome
viral, mais elle est ne parvient pas à une élongation efficace des transcrits d’ARN (66).
La protéine virale Tat, une protéine de 101 acides aminés, joue le rôle de
transactivateur en augmentant l’efficacité de l’élongation des ARN viraux produits lors
de la transcription (46). Les ARN viraux nouvellement transcrits contiennent une
séquence de 59 nucléotides (nt) qui adopte une structure tige-boucle située à leur
extrémité 5’ et appelée TAR (trans-activation responsive element). La liaison de Tat
avec TAR active la transcription à partir du LTR (58). La séquence +3OCUGGG+34
de TAR est nécessaire pour la transactivation par Tat (47). À l’extrémité de la
structure en tige de TAR, se trouve une séquence de 3 pyrimidines se liant à un
domaine de Tat (acides aminés 49 à 57) riche en arginine. On y trouve également une
boucle formée de 6 nt interagissant avec la cycline Il cellulaire. Tat permet de
recrutement de protéines histones acétyltransférases (HAT) qui permettent le
relâchement de la conformation de la chromatine au niveau du LTR. Également, Tat
est elle-même acétylée, ce qui lui permet d’interagir avec la cycline Tl, sous-unité
cycline de la kinase cycline-dépendante CDK9 du facteur d’élongation P-TEFb
(positive transcription elongation factor b). Le complexe P-TEF5 est un cofacteur
d’élongation lors de la transcription par l’ARN pol 11(58). La kinase CDK9 va
phosphoryler le domaine C-terminal de l’ARN pol II, ce qui la rend plus processive. Il
y a alors transition de l’initiation de la transcription à l’élongation des transcrits
d’ARN (66).
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4.5 Transport des ARN viraux vers le cytoplasme
La transcription des gènes du VIH-1 marque le début des étapes tardives du cycle
de réplication viral. Il y a d’abord production d’une trentaine d’ARNrn. Ces derniers
sont divisés en trois catégories ARNm de 9kb, non épissés, codaiit pour Gag et Gag
Pol; ARNm de 4kb, épissés tine seule fois, codant pour Env, Vif, Vpr, et Vpu; ARNm
de 2kb, multi épissés, codant pour Nef Rev et Tat (27). Normalement, seuls les
ARNm complètement épissés sont exportés du noyau. Les ARNm de 2kb, multi
épissés, se retrouvent donc dans le cytoplasme, et les premières protéines virales à être
produites sont Nef, Rev et Tat. Les ARNm de 9kb et 4kb, non complètement épissés,
contiennent, en plus de séquences de rétention nucléaire, une séquence de 240 nt
appelée RRE (Rev responsive element). Cette séquence adopte une structure
secondaire pouvant se lier à Rev (27). La protéine virale Rev est essentielle potir le
transport des ARN viraux de 9kb et 4kb vers le cytoplasme (106). En présence de
Rev, les protéines codées par ces ARNm peuvent alors être traduites. Les protéines de
structure Gag et Env, le précurseur polyprotéique Gag-PoI et les protéines accessoires
Vif Vpr et Vpu sont donc produites tardivement dans le cycle de réptication viral.
4.5.1 Rev
Rev est une protéine de 20 kDa, phosphorylée sur ses résidus sérines (2$). Dans
sa partie N-terminale, entre les acides aminés 35 à 50, se trouve une région riche en
arginines comprenant une hélice alpha interagissant avec le site de liaison à Rev de la
séquence RRE des ARN viraux, ainsi que le signal de localisation nucléaire (NLS).
Les acides aminés 14 à 6$ comprennent une région responsable de la multimérisation
de Rev. Cette région est flanquante du domaine riche en arginines, et son intégrité
semble nécessaire pour la fonction de transport de Rev. Dans la portion C-terminale
de la protéine, entre les acides aminés 73 à $4, se trouve une séquence riche en
leucines qui sert de signal d’export nucléaire (NES: nuclear export signal). La
présence de signaux d’import et d’export nucléaire permet à Rev d’être constamment
en mouvement entre le cytoplasme et le noyau. Api-ès sa synthèse dans le cytoplasme,
Rev est transportée au noyau, ce qui initie la phase tardive du cycle viral. Il y atira
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interaction de Rev avec les RRE présents dans les ARN de 9kb et 4kb, ce qui permet
leur transport vers le cytoplasme, et la production des protéines codées par ces ARN
viraux (27).
4.6 Synthèse des protéines accessoires
4.6.1 Nef
Tout comme les protéines Rev et Tat, la protéine Nef est synthétisée à partir d’un
ARNm complètement épissé qui est transporté hors du noyau sans l’intervention de
Rev. Le gène nef chevauche partiellement la partie 3’ du gène ene, ainsi que le LTR
en 3’ de l’ADN proviral. Nef est une protéine de 27 kDa exprimée de façon précoce
dans le cycle viral, et serait un déterminant important dans la progression de l’infection
par VIH vers la phase SIDA (35). Elle est myristylée en N-terminal, ce qui lui permet
un ciblage à la membrane plasmique. (3). Nef est également incorporée dans la
particule virale, probablement par le fait de son association avec la membrane
cellulaire (21). Bien que la protéine Nef soit associée à plusieurs activités biologiques,
deux d’entre elles sont davantage étudiées, et sont apparemment les plus pertinentes.
Une de ces fonctions est l’accélération de l’endocytose et de la dégradation lysosomale
de la molécule CD4, récepteur du VIH- 1. Nef agirait alors comme adapteur entre le
CD4 et les puits de clathrine. Ce processus implique la dissociation du complexe
CD4-Lck par la protéine Nef ainsi que son association avec des adaptines (AP) et avec
la sous-unité régulatrice de l’ATPase vacuolaire (v-ATPase). Nef se lierait ensuite,
probablement de façon indirecte, à la f3-COP, ce qui dirigerait le CD4 vers les voies de
dégradation lysosomales (3). Nef stimule également l’endocytose des molécules du
CMH de classe I présentes à la surface de la cellule (153). Ce mécanisme semble
impliquer la liaison de Nef avec un complexe PACS-l/AP I et avec la P13 kinase,
recrutant la voie d’endocytose ARF6 et diminuant ainsi l’expression du CMII de classe
i à la surface. Nef empêcherait également le recyclage des molécules du CMH vers la
surface cellulaire, menant à une accumulation de ces molécules au niveau du trans
Golgi. Cette diminution spécifique des allèles A et B du CMH de classe I par Nef est
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suffisante pour empêcher la reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes
T cytotoxiques (CTL), ce qui augmente par conséquent la production virale (7).
4.6.2 Vif
Vif (virion infectivity factor) est une protéine de 192 acides aminés faisant 23
kDa, exprimée dans la phase tardive du cycle viral. Le gène vif chevauche ta partie 3’
du gène p0! et la partie 5’ du gène vpr. La protéine Vif est phosphorylée sur ses
résidtis sérines et thréonines. Elle est localisée au niveau du cytoplasme, où elle est
retrouvée à la fois sous forme soluble et associée à la membrane. Vif est incorporée
dans la particule virale, à raison de 7 à 20 molécules par virion (24). Son rôle est
d’accroître l’infectivité du virus (16). La présence de Vif permet de surmonter tin bloc
imposé par le facteur de restriction APOBEC3G (CEM15) (155). APOBEC3G est une
protéine de 46 kDa (16) qui est incorporée dans les virions, probablement via son
interaction avec la protéine de nucléocapside (NC) et l’ARN viral (142, 185), bien que
certains groupes croient que seule la protéine NC est impliquée (2, 25). La protéine
APOBEC3G est une cytidine déaminase qui modifie de façon spécifique les cytidines
en uraciles dans le brin négatif d’ADNc lors de la transcription inverse (16). La
présence de APOBEC3G dans les cellules infectées par des virus Avfentraine de hauts
taux d’hypermutations de G vers A dans l’ADN viral, ce qui mène à la dégradation des
ADNc viraux ou à la production de virus défectifs, et par conséquent à une infection
abortive. Cet effet est contrecarré par la présence de Vif (107). Dans les cellules
infectées, Vif forme un complexe avec APOBEC3G, ce qui réduit l’incorporation de
celle-ci dans les virions (81, 111). De plus, Vif entraîne une diminution de la synthèse
de APOBEC3G (81, 160), ainsi qu’une augmentation de sa dégradation par le système
ubiquitine-protéasome (114, 160). La coexpression de Vif et APOBEC3G entraîne
une augmentation du niveau d’ubiquitination des deux protéines, ainsi qu’une
augmentation de leur taux de dégradation par le protéasome (114).
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4.6.3 Vpr
Vpr est une protéine tardive de 96 acides aminés faisant 14 kDa (31), qui est
incorporée dans la particule virale (30). Cette incorporation est indépendante de la
présence des gènes poÏ ou env, et requiert la présence du précurseur Gag (p55Ga)
sans besoin d’aucun clivage protéolytique de ce dernier (93, 104). En fait, une
interaction entre la partie N-terminale de Vpr et la partie C-terminale de p6 est
requise pour que Vpr soit incorporée dans le virion (5). Le motif conservé
41LXSLFG46, situé en C-terminal de 6Gag est important pour l’incorporation de Vpr
(90). Plus spécifiquement, la mutation de la leucine (L) en position 44 et de la
phénylalanine (F) en position 45 du domaine p6 abolit l’interaction entre Pr55’ et
Vpr, et empêche l’incorporation de Vpr dans la particule virale (5). Dans la cellule,
Vpr présente à la fois une localisation nucléaire et périnucléaire (104). Plusieurs
fonctions sont attribuées à cette protéine. D’abord, les formes de Vpr associées aux
virions seraient impliquées dans l’import nucléaire du complexe de préintégration
(PIC), une étape critique lors de l’infection de cellules en arrêt de division. L’hélice a
en N-terminal de Vpr a la capacité de lier l’importine Œ, une composante du pore
nucléaire (86), et l’absence de Vpr entraîne une diminution de la capacité de
réplication du virus dans des macrophages différenciés et les lymphocytes T CD4+
quiescents (8$). De plus, Vpr induit un arrêt du cycle cellulaire à la phase G2. Elle
remplirait cette fonction en inactivant Cdc2, une protéine impliquée dans le contrôle du
cycle cellulaire au point de contrôle G2/M. La protéine Cdc2 hyperphosphorylée est
inactive, ce qui contribuerait au maintient des cellules en phase G2 (186). Il a été
montré que la transcription à partir du LTR du VIH-1 est augmentée lorsque les
cellules sont en phase G2. Cet arrêt du cycle cellulaire causé par la protéine Vpr
permettrait donc de maximiser la production virale (60). Également, Vpr provoquerait
l’apoptose des cellules infectées. Un mutant de Vpr incapable d’induire l’apoptose,
VprR77Q, est associé avec une infection LTNP (long-term non-progressive), suggérant
ainsi un rôle de l’induction de l’apoptose par Vpr dans la progression vers la phase
SIDA. Vpr induirait l’apoptose cellulaire en augmentant la perméabilité de la
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membrane des mitochondries, ce qui aboutit à l’activation de caspases régissant la voie
de mort cellulaire programmée (86).
4.6.4 Vpu
Le gène vpu est retrouvé chez le VIH-1 (32), ainsi que chez quelques isolats du
VIS, soit VIScpz (78), VISgsn (34), VIS10 et VIS111 (33). Le produit de ce gène est une
protéine de 81 acides aminés faisant 16 kDa (162). La protéine Vpu est traduite à
partir d’un ARNm bicistronique codant également pour la protéine Env. C’est une
protéine tardive, puisqu’elle requiert la présence de la protéine Rev pour sa traduction
(154). Vpu a deux principales fonctions biologiques, soit l’augmentation de la relâche
virale (162) et l’induction de la dégradation de la molécule CD4, récepteur du VIH-l
(176). 11 a aussi été montré que Vpu pouvait diminuer l’expression des molécules du
CMH de classe I (84), plus spécifiquement de la molécule HLA-A2 et de la molécule
non classique HLA-G1 (40). Cependant, cette fonction de la protéine est beaucoup
moins connue. La structure et les principales fonctions biologiques de la protéine Vpu
seront traitées en détails plus loin dans ce texte.
4.7 Assemblage et maturation des virus
Lorsque tous les constituants de la particule virale sont synthétisés, ils
s’assemblent pour former de nouveaux virions. Cet assemblage est principalement
dirigé par le précurseur Gag. Dans les cellules de la lignée monocyte/macrophage,
l’assemblage du virus a lieu dans des compartiments intracellulaires, alors que
l’assemblage s’effectue majoritairement à la membrane plasmique dans les
lymphocytes T et les cellules épithéliales (125). Les aspects liés à l’assemblage et au
bourgeonnement viral seront traités en détails plus loin dans ce texte.
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4.7.1 Gag
Les protéines Gag du VIH-l sont d’abord synthétisées sous la forme d’un
précurseur potyprotéique de 55 kDa, Pr55. Ce précurseur est formé des régions
suivantes, de l’extrémité N-terminale à l’extrémité C-terminale: MA, CA. p2, MC, pi
et p6. L’assemblage de Pr55 en particules virales comprend trois étapes majeures
la liaison des précurseurs Gag avec la membrane, l’interaction des précurseurs Gag
entre eux, et la relâche des particules virales de la surface cellulaire. Le précurseur
Gag est localisé à la membrane plasmique grâce à son domaine de liaison à la
membrane, ou domaine M, composé des 32 premiers résidus de la région MA et du
groupement myristyl présent sur le résidu glycine en N-terminal. La protéine pr55
peut former des multimères. Le domaine I, ou domaine d’interaction, est responsable
des interactions Gag-Gag. Ce domaine couvre des zones discontinues situées de la
partie C-terminale de la région CA jusque dans la région NC de Pr55. Finalement,
la relâche des particules virales de la surface de la cellule dépend de la présence du
domaine L, ou domaine tardif, situé dans la région p6 de p551• Une séquence riche
en proline, Pro-Thr-Ala-Pro (PTAP), située en N-terminal de p6, est critique pour cette
étape tardive de l’assemblage viral (22). Durant le bourgeonnement du virus, ou peu
de temps après celui-ci, la protéase (PR) du VIH-1 clive le précurseur p55Gag pour
former les différentes protéines Gag matures. Ce clivage de p55Ga par PR induit une
transformation morphologique des virions, et donc leur maturation en des particules
virales infectieuses (51).
4.7.2 Gag-Pol
Le gène pol code pour les enzymes protéase (PR), transcriptase inverse (RT) et
intégrase (IN). Ces protéines sont produites suite au clivage du précurseur Gag-Pol
(Prl6O0I), une protéine de 160 kDa synthétisée suite à un changement de cadre de
lecture lors de la synthèse de Pr55 (88). Ce changement de cadre de lecture
s’effectue au codon leucine UUA près de ta partie 5’ de la région de chevauchement
des gènes Gag et Pol (80). Ce mécanisme permet que les protéines codées par le gène
pol soit synthétisées à environ 5 à 10 % des niveaux d’expression des protéines Gag.
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Le résidu glycine en N-tenninal de Pr160 g-P01 est myristylé, ce qui permettra au
précurseur Gag-Pol de localiser à la membrane plasmique, tout comme le précurseur
Gag (8$).
4.7.2.1 Protéase (PR)
L’enzyme virale protéase (PR) fonctionne sous forme de dimère, avec son site
actif localisé au centre du dimère. Le site actif de PR comporte deux résidus aspartate
(Asp) qui catalysent l’hydrolyse d’un lien peptidique dans la protéine cible. Durant le
bourgeonnement de la particule virale, ou immédiatement après celui-ci, la protéase va
catalyser son propre clivage du précurseur Gag-Pol. Cependant, il n’est pas encore
établi si ce premier clivage a lieu à l’intérieur d’une même molécule, ou s’il implique
deux molécules distinctes. Une fois séparée de p160GagPol PR va induire le clivage
des autres enzymes du précurseur Gag-Pol, ainsi que le clivage de Pr55, ce dernier
conduisant à la maturation du virus (8$).
Figure 5. Étapes tardives de l’assemblage des particules du VIII-1. (Figure tirée de
Greene, W.C. & Peterlin, B.M. 2002. Charting HIV’s remarkable voyage through the ce!!:
Basic science as a passport to future therapy. Nature Med. 8(7);673-680.)
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5. Assemblage, bour2eonnement et sortie du virus
5.1 Étapes de l’assemblage viral
Les protéines Gag du VIH-1 (p17MA 24CA 7NC et p6) sont produites lors du
clivage, par la protéase virale (PR), du précurseur polyprotéique de 55 kDa, p55Gag
Cependant, en absence d’autres protéines virales ou d’ARN viral pouvant être
encapsidé, p55Gag est suffisant pour produire des particules virales immatures, non
infectieuses (VLP virus-like particles) (51). En effet, Pr55 peut mener à la
formation de VLP même en absence de PR (65). L’assemblage des particules du VIH
1 est une suite de différentes étapes, dirigées principalement par le précurseur Gag
l’association de p55Gag à la membrane, déterminée par le domaine M; l’interaction des
précurseurs Gag entre eux, médiée par le domaine I; le détachement des particules de
la surface de la cellule, où le domaine L joue un rôle primordial ($2).
5.1.1 Association de Gag à la membrane
La liaison de Gag à la membrane est nécessaire pour la production de particules
virales. Plusieurs déterminants contribuent à cette liaison. Le domaine MA de Pr55
agit au niveau de l’association et du ciblage de p55Gag à la membrane. D’abord, la
partie MA en N-terminal du précurseur Gag est myristylée sur son résidu glycine.
Cette myristylation est nécessaire pour la production de particules virales et pour
l’association de p55Gag aux membranes (20, 65, 73, 15$). Les acides aminés 15 à 31
de MA, riches en résidus basiques, contribuent également à la liaison de Gag à la
membrane (1$7). Ces acides aminés basiques, en plus de la myristylation, sont requis
pour le ciblage spécifique de Gag à la membrane plasmique (73). Aussi, la mutation
des résidus 6 et $ du domaine MA de p55Gag situés tout juste à la suite de la séquence
consensus pour la myristylation de la glycine en N-terminal, entraîne une diminution
de la liaison de Gag aux membranes, sans toutefois affecter sa myristylation (124). De
plus, dans des cellules HeLa, des mutations des résidus $4 à $$ du domaine MA
dirigent l’assemblage ainsi que la maturation des particules virales dans des
compartiments intracellulaires (52, 127). Ces interactions de MA avec la membrane
seraient importantes même après le bourgeonnement du virus. Des études
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cristallographiques ont montré que la protéine de matrice s’assemble en un trirnère.
Cette trimérisation semble créer une surface bipartite de liaison à la membrane, dans
laquelle les résidus basiques exposés pourraient coopérer avec l’acide myristylique en
N-terminal pour ancrer la protéine à la surface interne de la membrane du virus (74).
La composition lipidique de ta membrane ptasmique semble aussi être un facteur
régulant le ciblage de Gag. Le phosphatidyÏinositol (4,5) biphosphate [P1(4,5)P7] est
une molécule lipidique chargée négativement et locatisée au niveau du feuillet
cytoplasmique de la membrane plasmique. Dans des cellules HeLa, la déplétion de
PI(4,5)P7 induit la relocalisation de Gag de la membrane plasmique vers des
compartiments endosornaux tardifs, et inhibe la relâche virale. De pius. la
surexpression de PI(4,5)P2, provoquant la formation de vésicules riches en ce
composé, entraîne la relocalisation de Gag dans ces vésicules, ainsi que le
bourgeonnement du VIII-1 à l’intérieur de ces mêmes vésicules (122).
5.1.2 rvlultimérisation de Gag
Bien que MA soit essentielle potir le ciblage de Gag à la membrane plasmique,
d’autres domaines de p55Ga jouent un rôle pour sa liaison à la membrane. Le
domaine NC permettrait une liaison efficace de p55Ga à la membrane, après son
ciblage par MA (141). De plus, Gag est capable de former des multirnères. Les
domaines permettant la multimérisation ne sont pas nécessaires pour la liaison de Gag
à la membrane. Cette liaison n’est pas nécessaire à la multimérisation de Gag, bien
qu’elle pourrait augmenter l’efficacité de l’interaction entre deux molécules Gag. Les
fortes interactions Gag-Gag, importantes pour la multimérisation, requièrent la partie
C-terminale de CA, la région p2 ainsi que le domaine NC de Gag (123). D’autres
études ont également démontré que la partie C-terminale de la capside (CA) contenait
un domaine hydrophobe formant une interface de dimérisation. Cette interface
contribue à la multimérisation de Pr55 117 vitro, même si le domaine NC est suffisant
pour obtenir la majorité de cette multimérisation. Également, en absence de NC, les
résidus basiques de MA contribuent à stabiliser la liaison Gag-Gag (22). Plus
récemment, un autre groupe montrait l’importance d’un motif riche en glycine,
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353GVGGP37, situé dans la partie C-terminale de CA, pour la formation de particules
virales. En effet, la mutation de n’importe lequel des résidus de ce motif entraîne une
diminution de l’association de Gag aux membranes, une diminution de la
multimérisation de Gag, ainsi qu’une réduction de la production virale. De plus, lors
d’expériences d’immunoftuorescence, les mutants de Gag pour ce motif ont une
localisation cytoplasmique diffuse, alors que la protéine de type sauvage présente un
marquage ponctué au niveau de la membrane plasmique (100). Également, une
séquence conservée de 11 acides aminés dans la portion C-terminale de CA jouerait un
rôle dans la relâche des particules virales de la surface cellulaire. Des mutations à ces
acides aminés causent une diminution de la relâche et de l’infectivité, ainsi que la
présence de structures en forme de tige (rod-like structure) à la surface des cellules
infectées (115).
Récemment, un nouveau modèle a été proposé pour expliquer la liaison de Pr55
à la membrane. Ce modèle établit un lien entre la multimérisation de Pr55 et son
association à la membrane. La protéine MA myristylée en N-terminal existe à la fois
sous les formes monomérique et trimérique, un équilibre étant établi entre les deux
formes. Des études de NMR ont montré que lorsque MA est sous forme de trimère, le
groupement myristyl est exposé, alors qu’il est caché lorsqtie MA est monomérique.
De plus, l’ajout de CA en C-terminal de MA a favorisé la trimérisation de MA, et par
conséquent l’exposition du groupement myristyl (166). De plus, les résultats obtenus
par le groupe de Paul D. Bieniasz (133) étaient aussi en accord avec le modèle de
«myristoyl switch ». Leurs résultats suggèrent que, lorsque présente à de faibles
concentrations dans le cytoplasme, Gag serait principalement sous forme de
monornère, avec le groupement myristyl caché par la tête globulaire de MA, ce qui
confinerait Gag au cytoplasme. Au fur et à mesure que la concentration de Gag
augmente, une plus grande fraction de la protéine serait appelée à multimériser,
permettant l’exposition du groupement myristyl et l’association aux membranes (133).
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5.1.3 Bourgeonnement viral
Le domaine p6 de p55 jotie un rôle important dans la relâche des virus.
D’abord, p6 est phosphorylé au niveau du résidu Thr23 par la MAP kinase cellulaire
ERK-2 qui est incorporée dans les virus. La mutation de ce résidu thréonine entraîne
une réduction de la relâche. Les particules virales alors produites ont une morphologie
immature et sont moins infectietises (71). Ensuite, en absence de p6, les particules
virales s’assemblent à la membrane plasmique mais ne sont pas efficacement relâchées
et s’accumulent à la surface de la cellule (64). Les résidus 7 à 10 de p6, Pro-Thr-Ala
Pro (PTAP), forment un motif requis pour la production de particules virales (77). Ce
motif fait partie d’un ensemble de séquences ayant un rôLe dans le détachement des
particules virales de la surface de la cellule. Ces séquences sont désignées domaines L
(late domains), puisqu’elles jouent un rôle tardif dans le processus de relâche virale.
Les domaines L viraux comportent trois classes de motifs: PTAP, PPXY et YXXL
(51).
Certaines données suggèrent un rôle de l’ubiquitine dans la relâche des rétrovirus.
Le traitement de cellules infectées par le VIH-1 avec des inhibiteurs du protéasome
entraîne tine diminution du clivage protéolytique de p55Gag ainsi qu’une diminution
de la relâche virale et de l’infectivité du virus. L’inhibition de l’activité du protéasome
nuit également à l’ubiquitination de 6Gag probablement parce que la quantité
d’ubiquitine libre dans la cellule est affectée (14$). Par la suite, un lien a été suggéré
entre la fonction de relâche de p6Ga et la machinerie de l’ubiquitine. En effet, une
interaction a été trouvée entre le motif PTAP de la région p6 de Pr55 et la portion
N-terminaLe de TsglOl (twnor susceptibiÏitv gene 101), un homologue de l’enzyme de
conjugaison de l’ubiquitine (F2 : ubiquitin-conjugating enzyme) impliqué dans la
régulation du transport intracellulaire, la régulation transcriptionnelle et le contrôle du
cycle cellulaire (171).
Cette interaction entre Tsgl0l et p6 est spécifique. La protéine TsglOl, jouant
un rôle dans la voie de transport vacuolaire (Vps vacuolar protein sorting), est
également importante pour la relâche virale. En effet, la déplétion de TsglOl réduit la
relâche virale à partir de cellules 293T. Cette déplétion, ainsi que l’inhibition de la
voie Vps, bloquent la relâche virale à des stades tardifs du bourgeonnement (55). La
surexpression de la partie N-terminale de TsglOl, désignée TSG-5’, inhibe la relâche
de façon spécifique au VIH-1, en empêchant la liaison du motif PTAP de 6Gag et
TsglOl (61). Cette diminution de la relâche semble s’effectuer à une étape tardive du
bourgeonnement, au niveau du détachement des particules de la membrane plasmique.
De plus, l’inhibition de la relâche par TSG-5’ dépend de la présence d’un domaine L
fonctionnel pour 6Gag (36). Cependant, le recrutement de TsglOl par le motif PTAP
de p6 ne serait pas suffisant pour expliquer la fonction du domaine L de p6. Les
résidus 15 à 51 de p6 contiendraient des séquences pouvant agir en trans et de façon
synergique avec le motif PTAP pour permettre la relâche de particules virales (112).
5.2 Interaction entre Gag et Env
Lors de l’assemblage du virus, il est essentiel que la glycoprotéine d’enveloppe
soit incorporée. La protéine MA serait importante pour l’incorporation de Env dans la
particule virale. Des délétions dans la partie MA de Pr55 ont pour effet de diminuer
les niveaux de Env présents dans les virus (183). II a aussi été montré que des
délétions en C-terminal de la sous-unité transmembranaire de Env (gp4l) entraînent
une réduction de l’incorporation de Env dans les particules virales (184). Plus
précisément, la délétion des résidus 292 à 296 dans la seconde hélice alpha de la queue
cytoplasmique de gp4l entraîne une diminution de l’incorporation de Env, ainsi
qu’une diminution de l’infectivité des virus produits. L’effet de cette délétion est
annulé par la substitution d’une valine (V) pour une isoleucine (I) au niveau du résidu
34 de MA, suggérant ainsi une interaction entre MA et la queue cytoplasmique de
gp4l (119). De plus, une interaction entre la queue cytoplasmique de gp4l et Pr55
a été observée dans des virions immatures (178). Également, dans des cellules
épithéliales, il y a bourgeonnement polarisé du virus au niveau du domaine basolatéral
(102). La tyrosine en position 712 du domaine intracytoplasmique de gp4l est
responsable de ce ciblage basolatéral (103). Des mutants de 17MA incapables
d’interagir avec Env, et donc d’induire son incorporation dans les virus, ont montré
une distribution non polarisée de la relâche virale. Il y aurait donc une corrélation
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entre la capacité d’interaction de 171A avec Env et la relâche polarisée de Gag (102).
Dans des lymphocytes T. il a aussi été démontré qu’il y avait un bourgeonnement
polarisé de la p24. Cependant, lorsque la tyrosine en position 712 du domaine
intracytoplasmique de la gp4I est mutée, il y a perte de polarisation, et la p24 se
retrouve tout autour de la cellule (41). Les protéines Gag et Env du VIS semblent
également interagir entre elles. Lorsque ces protéines ont été exprimées dans des
cellules HeLa et HeLa CD4+, un anticorps spécifique contre la protéine Gag du VIS a
permis de coimmunoprécipiter la protéine Env. Cette interaction est spécifique et
requiert la présence de la queue cytoplasmique de Env. Dans la même étude, Vincent
et al. ont montré qu’en présence de mutants de Env possédant un signal de rétention au
réticulum endoplasmique (motif KKXX), il y a une diminution de la relâche de Gag.
Cela suggère que les mutants de Env, même retenus au RE, peuvent interagir avec
Gag, ce qui entraîne un ralentissement de la relâche de cette dernière (172). Dans
l’ensemble, ces résultats suggèrent une interaction entre les protéines de structure Gag
et Env, lors de l’assemblage viral.
5.3 Voie endosomale et sortie du VIII-1
Certaines données relient l’assemblage du VIH-1 à la voie endosomale. D’abord,
les compartiments cellulaires qui contiennent des vésicules intralumenales sont
désignés collectivement corps multivésiculaires (MVBs intiltivesicular boUles). Les
MVBs appartiennent au système endosomal, qui comprend les vésicules d’endocytose
primaires, les endosomes précoces (EE earÏy endosomes), les endosomes tardifs (LE
late endosomes) et les lysosomes. Les MVBs se trouvent dans une catégorie entre les
endosomes tardifs et les lysosomes (37). La formation des MVBs implique
l’interaction des complexes protéiques désignés ESCRT-I, -II et -III (ESCRI:
endosomal sorting complex reqtiired for transport), ainsi que l’action de l’ATPase
Vps4A permettant la dissociation des complexes (113). Les protéines TsglOl, VPS28,
VPS37B et VPS37C font partie du complexe ESCRT-I (43, 163). La protéine VPS28
se lie à la partie C-terminale de TsglOl, sur une région couvrant approximativement
les résidus 330 à 377. En présence d’un mutant de VPS4A déficient pour l’activité
ATPase, les protéines VPS37B et TsglOl se retrouvent dans des compartiments
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endosomaux aberrants (163). Pour sa part, VPS37C peut se lier à VPS2$ et au
domaine C-terminal de TsglOl (43). Une autre protéine, nommée AIP1, permet de
faire le pont entre les complexes ESCRT-I et ESCRT-III (113, 161). En effet, AIP1
interagit avec TsglOI. qui fait partie du complexe ESCRT-I, et avec des protéines
CHMP4 (CHMP: charged MVB protein), qui font partie du complexe ESCRT-III.
L’interaction entre AIP1 et CHMP4 dépend d’une protéine VPS4A fonctionnelle,
c’est-à-dire ayant une activité ATPase intacte (161). Le domaine de liaison à
l’ubiquitine en N-terminal de TsglOl lie directement le motif 717PSAP720 dans la partie
C-terminale de AIP Ï (174). Également, la protéine Hrs (hepatocyte growth Jictor
reguÏated R’rosine kinase szibstrate), de par son motif PSAP, lie TsglOl. La présence
de Hrs est requise pour permettre une association efficace de ESCRT-I, et par le fait
même de TsglOl, avec les membranes. Hrs est également requise pour la formation
des MV3s, la déplétion de cette protéine entrafnant une changement dans la
morphologie des endosomes tardifs et des lysosomes. Hrs est principalement localisée
aux endosornes précoces, alors que TsglOl se retrouve en majorité aux endosomes
tardifs. Par contre, les deux protéines colocalisent au niveau d’une sous-population
d’endosomes contenant l’acide lyso-biphosphatidic. La surexpression de Hrs cause
une accumulation de TsglOl au niveau des endosomes précoces, et empêche sa
localisation aux endosomes tardifs. Hrs permet donc le recrutement de ESCRT-I aux
endosomes, et régule donc indirectement la formation des MVBs (6).
Il a été montré que Gag pouvait s’associer avec des compartiments de la voie
endosomale, et qu’une relâche virate efficace nécessitait la liaison de TsglOl avec
l’ubiquitine et le motif PTAP de p6 pour recruter la machinerie cellulaire requise
pour la relâche (59). De plus, AIP1 tie p6 via le motif 41LRSL44 situé dans la partie
C-terminale de 6Gag (161, 174). Également, des mutants dominants négatifs des
protéines VPS4B et CHMP entraînent la redistribution de Gag de la membrane
plasmique vers des compartiments endosomaux aberrants dits de classe E. Cette
redistribution est favorisée par la liaison de Gag à TsglOl via le motif PTAP de p6.
Ces mêmes mutants bloquent aussi la relâche du VIH-l à une étape tardive, et
diminuent l’infectivité virale (174). Il a été mentionné que la partie N-terminale de
TsglOl interagissait avec la partie C-terminale (résidus 222 à 777) de Hrs. Plus
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précisément, le motif 348PSAP351 ainsi que la région riche en proline et glutamine
(Pro/Gln) de Hrs contribuent à la liaison de cette dernière avec TsglOl. La partie C-
terminale de Hrs, fusionnée à des protéines Gag déficientes pour le domaine L, permet
de rétablir la relâche virale, à condition de pouvoir lier TsglOl. En sachant que Hrs
permet le recrutement de TsglOl/ESCRT-I aux endosomes, il est permis de croire que
la protéine Gag du VIH-1 mimerait Hrs pour sa capacité à recruter TsglOl (136).
Figure 6. Relation entre l’assemblage du VIII-1 et la voie endosomale. (A)
Modèle proposé pour le bourgeonnement du VTH-1. (B) Modèle proposé pour la
formation des MVBs. (Figure tirée de dague, M.J. & Urbé, S. 2003. Hrs ftrnction: viruses
provide the due. TRENDS1n CeÏÏBiologv 13(12);603-606.)
26
Chez les cellules présentatrices d’antigènes (APC antigen-presenting ce1ï, telles
les cellules dendritiques et les macrophages, les endosomes tardifs et les lysosomes
contiennent la majorité des molécules du CMH de classe II intracellulaires, et sont
donc désignés compartiments enrichis en CMH II (MIIC MHC-class-II-enriched
compartn;ents) (37). Dans les macrophages, les particules du VIH-1 s’accumulent
dans des compartiments intracellulaires ayant les caractéristiques des compartiments
MIIC, c’est-à-dire des compartiments enrichis en CD63 et en molécules du CMH de
classe 11(137). Les particules bourgeonnent dans ces compartiments et acquièrent des
protéines retrouvées à la membrane de ceux-ci, telles CD63, CD$l, CD82, LAMP-Ï et
HLA-DR. Les virus seraient ensuite relâchés dans le milieu extracellulaire par
exocytose, tors de la fusion des compartiments MIIC avec ta membrane plasmique
(131, 137). Cependant, il a été montré que la protéine Gag s’accumule aux membranes
de compartiments endosomaux tardifs non seulement dans des cellules de la lignée
monocyte/macrophage, mais également dans d’autres types cellulaires (121). Il y
aurait assemblage intracellulaire pour les virus VIH et MLV (murine leukemia virus)
dans des cellules HeLa et 293T, ces virus utilisant les membranes des endosomes
tardifs et des MVBs comme sites d’assemblage. Pour MLV, les protéines Env et Gag
montraient une colocalisation à la membrane plasmique, ainsi qu’au niveau des
vésicules intracellulaires. Ces résultats suggèrent que les rétrovirus peuvent interagir
avec la machinerie de transport vacuolaire (156). Plus récemment, un autre groupe
montrait que dans les cellules HeLa et les lymphocytes T, la protéine Gag de type
sauvage est ciblée vers la membrane plasmique, alors que des mutants du domaine
basique de 17MA sont ciblés dans des compartiments intracellulaires CD63+, les
MVBs. Par contre, dans les macrophages, Gag localise toujours aux MVBs, qu’il
s’agisse du type sauvage ou de mutants de la protéine. De plus, la localisation de Gag
aux MVBs est indépendante de la présence de p6, excluant la nécessité du
recrutement de TsgÏOÏ par p6 pour le ciblage aux MVBs. Dans l’ensemble, ces
résultats montrent que le ciblage à la membrane plasmique ou aux MVBs dépend du
type cellulaire, et suggèrent l’existence de deux partenaires cellulaires différents
pouvant lier Gag, l’un situé à la membrane plasmique et l’autre, au niveau des MVBs
(125).
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6. Structure et fonctions de la protéine accessoire Vpu
6.1 Structure de Vpu
Vpu est une protéine membranaire intégrale de type I. Elle aurait la capacité de
former des homo-oligomères (Maldarelli et al., 1993), bien que les régions modulant
cette oligornérisation demeurent mal identifiées. Les résidus en position 52 et 56 de la
protéine sont des résidus sérines se trouvant dans un motif de dodécapeptide bien
conservé, et formant la séquence consensus S!TXXD/E reconnue par la caséine kinase
II cellulaire (149). Ces résidus sérines sont phosphorylés par une kinase ayant des
propriétés similaires à la caséine kinase II cellulaire (147).
Plusieurs études de spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (NMR) ont
permis de proposer un modèle de la structure de Vpu. Une première hélice c
transmembranaire, constituée des résidus 9 à 29, est orientée de façon perpendiculaire
à la membrane, formant un angle de 15 à 300 par rapport au plan de la membrane.
Pour sa part, le domaine cytoplasmique de Vpu est constitué d’une première hélice GL
fonuée des résidus 30 à 49, suivie d’une région flexible contenant les résidus sérines
en position 52 et 56. Une seconde hélice a, constituée des résidus 58 à 70, précède la
queue terminale de la protéine, composée des résidus 71 à 81(105, 177). La première
hélice cytoplasmique de Vpu est une hélice amphipatique orientée parallèlement au
plan de la membrane. La phosphorylation des résidus sérines 52 et 56 n’affecte ni
l’orientation ni la conformation de cette hélice (72). De plus, le côté hydrophobe de la
première hélice cytoplasmique est ancré partiellement dans la bicouche lipidique, alors
que le côté hydrophile est exposé au cytoplasme. La région flexible située entre les
deux hélices cytoplasmiques pointerait du côté opposé à la membrane, de par la nature
acide des deux résidus sérines phosphorylés (14). L’orientation de la seconde hélice
cytoplasmique par rapport au plan de la membrane et de la première hélice
cytoplasmique n’est pas encore déterminée. Certaines études suggèrent que cette
hélice est parallèle au plan de la membrane (105, 108), alors que d’autres favorisent un






Figure 7. Structure de la protéine Vpu du VIII-l. (Figure tirée de Bour, S. & Strebel,
K. 2003. The HIV-1 Vpu protein a multifunctional enhancer of viral particle release.
Microbes Infect. 5(1 l);1029-1039.)
6.2 Fonctions de Vpu
6.2.1 Vpu contribue avec Nef à la régulation négative de CD4
Une des fonctions biologiques de Vpu est l’induction de la dégradation de la
molécule CD4, récepteur du VIH-1 à la surface des cellules (176). L’induction de la
dégradation de CD4 par Vpu est indépendante du type cellulaire (152). Aux étapes
tardives de l’infection par le VIH-1, le récepteur CD4 et le précurseur des
glycoprotéines d’enveloppe gpÏ6O forment des complexes au niveau du réticulum
endoplasmique (RE), ce qui confine les deux protéines à ce compartiment (96). Vpu
permet donc la dégradation des molécules CD4 en complexe avec gp 160 au niveau du
RE (176). En absence de phosphoiylation, Vpu est incapable d’induire la dégradation
de CD4 (109, 150), les deux résidus sérines de Vpu devant être phosphorylés pour
qu’il y ait dégradation de CD4 (129, 169). Vpu se lie de façon spécifique à la queue
cytoplasmique de CD4. L’absence de phosphorylation de Vpu, bien qu’elle empêche
l’induction de la dégradation de CD4 par Vpu, n’a cependant aucun effet sur
l’interaction entre les deux protéines. La liaison entre Vpu et CD4 est donc nécessaire
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mais non suffisante pour induire la dégradation de CD4 (13, 169). La partie C-
terminale de Vpu est requise pour induire la dégradation de CD4 ainsi que pour
l’interaction Vpu-CD4 (109, 143). Plus spécifiquement, des mutations à l’intérieur de
la première hélice Œ cytoplasmique de Vpu, ou des mutations perturbant le côté
hydrophobe de cette hélice, ont un effet négatif sur la liaison à CD4. Pour la molécule
CD4, la séquence 416EKKT419, ainsi que l’hélice a située près de la membrane dans la
partie cytoplasmique de CD4 sont nécessaires pour sa liaison à Vpu (13, 95, 169, 173,
175, 180). Également, la partie C-terminale de la région transmembranaire de Vpu est
importante pour la dégradation de CD4, puisque des mutations dans cette partie
abolissent la dégradation de CD4 par Vpu (16$).
Vpu interagit aussi avec une protéine humaine, 3TrCP. Cette liaison Vpu-f3TrCP
requiert la phosphorylation des deux sérines en position 52 et 56. Il y a formation de
complexes CD4-Vpu-3TrCP, dans lesquels f3TrCP permet le recrutement de la
protéine Skplp qui, à son tour, recrute le système de dégradation protéique ubiquitine
protéasome (110). Contrairement à d’autres substrats connus pour f3TrCP, Vpu n’est
pas elle-même dégradée, et ses niveaux demeurent stables alors que la molécule CD4
est dégradée. De plus, la dégradation de CD4 induite par Vpu est sensible à des
inhibiteurs du protéasome, et elle nécessite que le système de conjugaison de
l’ubiquitine soit intact. Ces données suggèrent que Vpu agit comme connecteur entre
CD4 et la machinerie de dégradation ubiquitine-protéasome (96). Une des
conséquence de la liaison de Vpu avec J3TrCP est la moins grande disponibilité de ce
facteur cellulaire pour accomplir ses fonctions habituelles. Normalement, f3TrCP
induit la dégradation de la protéine IkBa, cette dernière étant liée au facteur
transcriptionnel NF-kB et le maintenant sous une forme inactive. En liant I3TrCP, Vpu
interfère avec la dégradation de IkBŒ, ce qui inhibe l’activation de NF-kB (11).
L’inhibition de l’activation de NF-kB réduit les niveaux des facteurs anti-apoptotiques
Bcl-xL, A1/Bfl-1 et TRAF1 (TNF receptor-associated factor J), dont l’expression
dépend de NF-kB. Les niveaux de la caspase 3 sont également augmentés. La
surexpression de Vpu durant l’infection pourrait contribuer au processus de mort
cellulaire par apoptose induit par le VTH (1).
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La dégradation de CD4 induite par Vpu a des effets positifs au niveau de
l’infectivité virale. Dans des cellules exprimant CD4, l’absence de Vpu entraîne
l’incorporation de molécules CD4 dans les virions, résultant en une diminution de
l’infectivité. L’incorporation de Env dans les virions n’est cependant pas affectée par
l’absence de Vpu. La diminution d’infectivité observée serait le résultat de la
formation de complexes Env-CD4 non fonctionnels à la surface des virions, ce qui
poulTait interférer avec le processus d’attachement du virus à la cellule cible lors de
l’infection (97. 165).
6.2.2 Augmentation de la relâche virale
Une autre activité biologique de Vpu est l’augmentation de la relâche virale. En
effet, Vpu permet d’augmenter de 5 à 10 fois la quantité de particules virales produites
(162). Il en résulte une diminution de la mortalité cellulaire et de la vitesse de
formation de syncitium, donc une diminution des effets cytopathiques (79, 29, 167).
En absence de Vpu, il y a accumulation de protéines virales dans la cellule infectée, et
diminution de la relâche virale. Une grande proportion des virions demeurent aussi
attachés à la surface de la cellule (79, 27). Cependant, l’absence de Vpu entraîne
également l’accumulation et le bourgeonnement de particules virales dans des vacuoles
intracellulaires (63, 27, 99). L’intégrité de la partie transmembranaire située en N
terminal de Vpu est nécessaire pour permettre l’augmentation de la relâche virale (130,
143). Pour sa part, la phosphorylation de Vpu n’est pas nécessaire à la fonction de
relâche, bien qu’elle améliore cette dernière. En comparaison avec l’absence de Vpu,
une protéine Vpu non phosphorylée permet d’augmenter la relâche virale. Toutefois,
les niveaux de partictiles virales relâchées demeurent inférieurs à ceux obtenus en
présence d’une protéine Vpu phosphorylée (53, 145, 150).
Le VIH-2 ne code pas pour une protéine Vpu. Dans le contexte d’une infection
par l’isolat ROD1O du VIH-2, la présence du précurseur de la glycoprotéine
d’enveloppe (Env) permet d’augmenter la relâche virale (12, 15). Cependant, ce ne
sont pas toutes les protéines Env du VIH-2 qui peuvent augmenter la relâche virale.
Toutefois, pour l’isolat ROD14 du VIH-2, il a été montré que la mutation du résidu
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alanine en position 598 dans la partie extracellulaire de la sous-unité transmembranaire
de Env permet d’augmenter la relâche virale (10). De plus, il a été montré que pour un
isolat primaire du VIH-1, désigné AD$, ayant un tropisme pour les macrophages et ne
codant pas pour Vpu, il y avait une augmentation de l’expression du précurseur gp160
et de la sous-unité de surface gpl2O. Cette expression augmentée de Env concordait
avec une relâche virale accrue (144). La fonction d’augmentation de la relâche virale
serait donc importante pour la propagation du virus, puisqu’elle est conservée et peut
être exercée par plus d’une protéine.
Une des hypothèses avancée pour expliquer l’augmentation de la relâche virale par
Vpu est que cette dernière aurait la capacité de former des canaux ioniques in vitro
dans des bicouches lipidiques et in vivo lorsque exprimée chez Escherichia cou. Vpu
fonctionnerait ainsi de façon analogue à la protéine M2 du virus influenza A, qui
permet d’augmenter la relâche virale en formant des canaux ioniques (45). Vpu
permet aussi d’augmenter la perméabilité membranaire de Escherichia cou ou de
cellules COS (62). L’expression de Vpu dans des oocytes de Xenopus augmenterait la
conductance membranaire, phénomène dépendant de l’intégrité du domaine TM de
Vpu (146). Des études de modélisation suggèrent que le domaine TM de Vpu
s’assemblerait en structures pentamériques pour former des canaux ioniques (67). De
plus, le traitement avec des dérivés de l’amiloride, un inhibiteur du transport des ions,
a un effet inhibiteur sur les canaux ioniques formés par Vpu, ainsi que sur la relâche de
VLP à partir de cellules HeLa exprimant les protéines Gag et Vpu. Il y aurait donc un
lien entre l’augmentation de la relâche virale par Vpu et son activité de canal ionique
(44). Cette hypothèse est cependant controversée. En effet, d’autres études effectuées
montrent que l’expression de Vpu dans des oocytes de Xenopzis n’entraîne pas une
augmentation de la conductance membranaire, mais a plutôt un effet inhibiteur sur la
conductance liée aux ions K (26). Récemment, un lien a été établi entre Vpu et une
protéine cellulaire appelée TASK-1. Cette protéine a une activité de canal à ions K
sensible au pH acide. Des similarités structurales existent entre Vpu et le domaine
transmembranaire en N-terminal de TASK-1. Des expériences de
coimmunoprécipitation ont montré une interaction entre les deux protéines. Dans des
cellules HeLa transfectées avec une construction provirale du VIII-1, la surexpression
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de TASK- 1 entraîne une diminution de la relâche virale. En absence de Vpu, aucun
effet de TASK-l n’est observé sur la relâche virale. L’effet inhibiteur de TASK-l
serait donc spécifique à Vpu. Toutefois, l’expression de Vpu inhibe, de manière dose-
dépendante, l’activité de canal ionique de TASK-Ï. Le premier segment
transmembranaire de TASK- 1, désigné Ttm 1, lorsque coexprirné avec TASK- 1, a, tout
comme Vpu, un effet inhibiteur dose-dépendant sur l’activité de canal ionique de
TASK-l. De plus, en absence de Vpu, l’expression de Ttml induit une augmentation
de la relâche virale. Il est donc possible que Vpu augmente la relâche non pas par son
activité intrinsèque de canal ionique, mais par sa capacité d’inhiber l’activité d’un
autre canal ionique qui semble avoir un effet restrictif sur la relâche virale (76).
La protéine Vpu permet d’augmenter la relâche virale indépendamment de la
présence des glycoprotéines d’enveloppe (Env) (181). De plus, Vpu peut augmenter la
relâche de Gag même en absence de la protéase virale, donc sans besoin de la
maturation du précurseur p55Gag (63, 94). Lors d’expériences de fractionnement
cellulaire, il a été montré qu’en présence de Vpu, Gag localisait dans des fractions
membranaires, alors qu’en absence de Vpu, la majorité de Gag localisait dans des
fractions cytosoliques. De plus, une protéine de fusion MA-GFP montre une
redistribution du cytosol vers la membrane plasmique en présence de Vpu (39).
L’augmentation de la relâche virale par Vpu n’est pas limitée aux seules capsides du
VTH- 1, puisque Vpu peut augmenter la production de particules virales formées des
protéines Gag de d’autres rétrovirus tels le VIH-2, le virus Visna et le virus Mo-MLV
(MoÏoney murine leukemia virus). Ces observations indiquent qu’une interaction
spécifique entre Vpu et la protéine Gag du VIH-l n’est pas requise pour que Vpu
puisse augmenter la relâche virale, et suggèrent que Vpu permet l’augmentation de la
relâche virale en modifiant des voies cellulaires déjà existantes (63). Une protéine
cellulaire exprimée de façon ubiquitaire dans les tissus humains a la capacité de se lier
à Vpu et à Gag. La protéine UBP (Vpu-bindingprotein) a un poids moléculaire de 41
kDa et appartient à la famille des protéines TPR (tetratricopeptide repeat) (23). En
absence de Vpu, UBP et Gag se trouvent dans le cytoplasme. En présence de Vpu, il y
a une redistribution de UBP et Gag au niveau de la membrane plasmique (68).
Lorsqu’elle lie UBP, Vpu inhibe de façon compétitive l’interaction entre Gag et UBP.
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Dans les cellules HeLa. la surexpression de UBP a un effet négatif sur la relâche
virale. Gag interagirait de façon stable avec UBP, pour former un complexe Gag
UBP. Vpti viendrait défaire ce complexe et se lierait à UBP, pour former le complexe
Vpu-UBP. En se dissociant du complexe Gag-UBP, Gag subirait une modification
conformationnelle l’empêchant d’interagir à nouveau avec UBP. Gag pourrait alors
participer à la formation de nouvelles particules virales (23).
Le besoin de Vpu pour une relâche efficace des particules virales dépend du type
cellulaire. La présence de Vpu permet d’augmenter la relâche virale dans différents
types de cellules humaines, telles les cellules HeLa, 293T, lymphocytes T CD4+
primaires, cellules T Jurkat et MT4, macrophages et PBMC (peripheral bÏood
inononuclear ceÏls) (89, 140, 145, 152). Vpu est également nécessaire pour une
relâche virale efficace à partir de cellules quiescentes, comme, par exemple, des
macrophages différenciés (38). Toutefois, Vpu n’a aucun effet sur la relâche à partir
de cellules simiennes, telles CV-l, COS-l et COS-7 (57, 140, 152). En comparant la
relâche virale à partir d’hétérocaryons de cellules humaines et simiennes, et
d’hétérocatyons de cellules simiennes, un groupe a récemment démontré que les
cellules humaines possèdent un facteur cellulaire inhibant la relâche virale de façon
dominante, et qtie ce facteur est absent des cellules simiennes. De plus, Vpu permet de
surmonter le bloc de relâche imposé par ce facteur dans les cellules humaines (170).
Toutefois, le mécanisme d’action de Vpu dans ce contexte reste à déterminer.
Cependant, le mécanisme par lequel Vpu permet une augmentation de la relâche virale
est différent de celui employé par p6. En effet, la relâche efficace à partir de
cellules HeLa et Jurkat, des cellules humaines, dépend de la présence de Vpu, et n’est
pas affectée par l’absence de p6. Au contraire, p6 est requis pour une relâche
efficace à partir de cellules COS, des cellules simiennes, alors que dans ce même type
cellulaire, Vpu n’a aucun effet (152).
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7. Radeaux lfpidkjues
Les radeaux lipidiques (liid rafis) sont des microdomaines membranaires riches
en cholestérol et en sphingolipides (figure ). À de basses températures, les radeaux
lipidiques ont la particularité de résister à la solubilisation par des détergents non
ioniques, comparativement aux phospholipides membranaires qui sont solubilisés dans
les mêmes conditions (1$). Les sphingolipides diffèrent de la plupart des
phospholipides biologiques par leur contenu en longues chaînes acylées saturées. Cela
permet une disposition entassée des sphingolipides les uns par rapport aux autres.
Cette propriété leur confère des températures de fusion (Tm : melting temperatures)
plus élevées que celles de la membrane composée de glycérophospholipides, qui sont
plutôt riches en chaînes acylées non saturées. L’entassement des chaînes acylées
saturées est un des éléments clé de l’organisation des radeaux lipidiques. Les radeaux
lipidiques riches en sphingolipides adopteraient un état de phase liquide ordonné (l
Ïiquid-orderedphase), alors que les domaines riches en phospholipides auraient plutôt
un état plus relâché, une phase liquide désordonnée (ld: Ïiquid-disordered phase)
(figure 9). La technique la plus utilisée pour analyser les radeaux lipidiques est
l’extraction par détergent. Des domaines membranaires résistants aux détergents
(DRM detergent-resistant membranes) seront alors isolés des lysats cellulaires, ces




Figure 8. Structure des radeaux lipidiques. (Figure tirée de Brown, D.A. & London, E.
2000. Structure and Function of Sphingolipid- and Cholesterol-rich Membrane Rafts. J. Biol.
Chem. 275(23); 17221-17224.)
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figure 9. Structure des bicouches lipidiques. (figure tirée de Munro, S. 2003. Lipid






Les radeaux lipidiques sont retrouvés principalement dans des membranes
enrichies en cholestérol et en sphingolipides, ce qui inclut la membrane plasmique, les
voies de sécrétions tardives (Ïate secretoiy pathway), les compartiments endocytaires
et l’appareil de Golgi (19, 54). À la membrane plasmique, les radeaux lipidiques
seraient associés de façon préférentielle avec des invaginations de 50 à 100 nm
appelées cavéoles, présentes chez plusieurs types de cellules de mammifères.
Cependant, les radeaux lipidiques ne sont pas restreints aux cavéoles, et sont
également retrouvés dans des cellules où les cavéoles sont absentes (19). Les cavéoles
sont formées par l’insertion des protéines cavéolines dans les microdornaines rafts, ce
qui cause leur invagination (figure 10). Les cavéolines se lient directement au
cholestérol, molécule enrichie dans les cavéoles, et représentent le composant
structural majeur des cavéoles in vivo. Les cavéolines jouent un rôle clé dans le
transport et la régulation des niveaux de cholestérol dans les radeaux lipidiques. La
partition des cavéolines dans des domaines de phase l pourrait débuter au niveau de
l’appareil de Golgi, initiant alors la génèse des cavéoles (54).
Plusieurs protéines retrouvées dans les radeaux lipidiques ou les DRM sont liées à
des chaînes acylées saturées, et seront donc plus enclines à préférer un environnement
ordonné. Il existe deux façons pour les protéines d’être liées à des chaînes acylées
saturées. Elles peuvent être liées à un groupement glycophosphatidylinositol (GPI),
qui leur servira d’ancrage à la membrane, ou elles peuvent être modifiées par
myristylation ou palmitoylation (18, 116). Le myristate, ou acide myristylique, est un
acide gras saturé à 14 carbones. Les protéines qui sont myristylées commencent par
une méthionine suivie d’une glycine (séquence Met-Gly). La méthionine d’initiation
est enlevée de façon co-traductionnelle par la méthionine amino-peptidase, puis le
groupement myristyl est lié à la glycine par un lien amide, réaction catalysée par
l’enzyme N-myristyl transférase. Pour sa part, le palmitate est un acide gras saturé à
16 carbones. Le groupement palmitate est attaché au groupement sulfliydiyl des










Figure 10. Structure des cavéoles. (Figure tirée de Quest, A.F.G., Leyton, L., Pàrraga,
M. 2004. Caveolins, caveolae, and Iipid rafts in cellular transport, signaling and disease.







Il a été suggéré que les radeaux lipidiques pourraient jouer un rôle dans la
distribution des lipides et des protéines dans les voies de sécrétion et d’endocytose. Ils
seraient également impliqués dans la transduction de signal via des protéines
transmembranaires chez les cellules hématopoïétiques. Par exemple, la protéine
fcERI, récepteur des 1gB à la surface des basophiles et des mastocytes, joue un rôle
dans la cascade de signaux menant à la dégranulation de ces cellules. La localisation
de ce récepteur au niveau des radeaux lipidiques corrèle avec la capacité d’initier la
signalisation (1$). D’ailleurs, le fait de réduire le cholestérol cellulaire a pour effet de
détruire les radeaux lipidiques et inhibe la phosphorylation des tyrosines des récepteurs
dans les lymphocytes T et les basophiles, ainsi que la signalisation des lymphocytes T
(19). De manière plus générale, les radeaux lipidiques permettraient de concentrer, de
façon sélective, des protéines ou des complexes protéiques, et seraient ainsi une plate
forme pour des interactions protéines-protéines régulées de façon spécifique. Les
radeaux lipidiques seraient également impliqués dans l’assemblage de plusieurs virus
enveloppés, tels les virus influenza A, Ebola et VIH-1 (164).
Plusieurs indices laissent croire que l’assemblage et le bourgeonnement des
particules virales du VIH-l a lieu au niveau des radeaux lipidiques. D’abord, la
protéine Gag se retrouve dans les radeaux lipidiques (101, 120, 126). Cette
localisation dans les rafts se fait après la liaison de Gag à la membrane. Il y a donc un
délai entre la liaison de Gag aux membranes et son association aux radeaux lipidiques.
La localisation de Gag dans ces domaines se fait grâce à sa région N-terminale, bien
qu’elle soit augmentée par le domaine d’interaction Gag-Gag (126). La
multimérisation de Gag rend toutefois difficile son isolement dans les fractions
correspondant habituellement aux radeaux lipidiques. Après traitement des lysats
cellulaires au détergent, ceux-ci sont soumis à une centrifugation sur gradient de
densité. Après division de ce gradient en plusieurs fractions, les DRM seront retrouvés
dans des fractions de faible densité. Les multimères de Gag sont cependant retrouvés
dans des fractions de plus forte densité, désignées «barges ». La myristylation de Gag
est nécessaire pour la localisation aux «barges ». Pour augmenter l’efficacité du
ciblage aux radeaux lipidiques, un groupe a construit une protéine chimérique
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Fyn(10)Gag, dans laquelle les dix premiers acides aminés de la protéine Fyn
remplacent les dix premiers acides aminés de Gag, ce qui fournit une séquence en N
terminal à la fois myristylée et palmitoylée. L’utilisation de cette protéine chimérique
a permis une augmentation de la localisation aux «barges », ainsi qu’une
augmentation de la production virale (101).
Également, dans des cellules COS, des études de microscopie confocale ont
montré que Gag et Env étaient tous deux situés à la membrane plasmique. Lorsqu’un
mutant de Gag cause l’assemblage des particules virales à des sites intracellulaires,
Env est redistribué de façon diffuse dans la cellule, et n’est plus localisé à la
membrane. Gag pourrait donc recntter Env aux sites d’assemblage à la membrane
plasmique (73). Également, Env est palmitoylé au niveau de ses résidus cystéines en
position 764 et 837, localisés dans ta région transmembranaire de la sous-unité gp4l
(179). Cette palmitoylation est importante pour la localisation de la glycoprotéine
d’enveloppe au niveau des radeaux lipidiques. De plus, l’absence de palmitoylation de
gp160 entraîne une diminution importante de la quantité de protéine dans les virions,
ce qui cause une baisse de l’infectivité virale. La palmitoylation de Env serait donc
nécessaire à son infectivité (139). De plus, la colocalisation de gpl6O avec le
ganglioside GM1, retrouvé dans les radeaux lipidiques, a été démontrée en
microscopie confocale dans des cellules 293T (134). Toutefois, des études plus
récentes ont montré que la localisation de Env au niveau des radeaux lipidiques n’était
pas essentielle pour l’infectivité du virus. En effet, la mutation des résidus cystéines
de la queue cytoplasmique de gp4 1, inhibant la palmitoylation et causant la perte de
localisation de Env au niveau des radeaux lipidiques, a cependant permis de maintenir
les niveaux d’incorporation des protéines Env mutantes à 40 ¾ des niveaux obtenus
avec la protéine Env de type sauvage (9).
Aussi, des composants reconnus pour se trouver dans les radeaux lipidiques sont
incorporés dans les particules de VIH-1 : GMÏ (ganglioside retrouvé dans les radeaux
lipidiques), Thy-1 et CD59 (GPI-linked proteins). Thy-l et CD59 ne sont pas
présentes en grandes quantités à la surface cellulaire, mais ces protéines sont
incorporées dans les particules virales. La protéine CD45, qui est exclue des radeaux
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lipidiques, peut recouvrir de 10 à 25% de la surface de la membrane cellulaire. Cette
protéine n’est cependant pas incorporée dans les virus. Par contre, l’exclusion de
CD45 des particules du VIH-1 n’est peut-être pas seulement due à son exclusion des
radeaux lipidiques. En effet, la taille importante de la queue cytoplasmique de la
protéine, soit environ 700 acides aminés, peut rendre son incorporation difficile pour
cause d’encombrement stérique (120). Finalement, la réduction du cholestérol
cellulaire, une composante importante des radeaux lipidiques, entraîne la diminution
de la production virale du VIH-1, et donc de l’infectivité du virus. Par contre, cette
diminution n’a aucun effet sur la production virale d’un virus non associé aux radeaux
lipidiques, tel VSV (126).
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Hypothèse et objectifs du projet
Il existe plusieurs éléments indiquant que l’assemblage du VIII-1 s’effectuerait au
niveau des microdomaines membranaires appelés radeaux lipidiques. D’abord, les
protéines Gag et Env localisent dans ces microdomaines (101, 120, 126, 134, 139). Il
a aussi été démontré qu’un ciblage accru de la protéine Gag aux radeaux lipidiques
permettait d’augmenter la relâche de particules virales (101). Certains composants
présents dans les radeaux lipidiques, tels le ganglioside GMÏ et les protéines Thy-l et
CD59, sont incorporés dans les partictiles du VIH-l (120). Le fait de réduire le
cholestérol cellulaire, une composante importante des radeaux lipidiques, entraîne une
diminution de la production virale, et par conséquent diminue l’infectivité dti virus
(126). Pour sa part, la protéine Vpu permet une relâche plus efficace des virus (162).
L’absence de Vpu résulte en l’accumulation et le bourgeonnement des virus dans des
vacuoles intracellulaires (63, 87, 99). Également, Vpu permet l’augmentation de
particules virales (VLP virtis-like particules) indépendamment de la présence de la
protéine Env (181) et de la maturation du précurseur p55Ga (63, 94). Lorsque Vpu
est présente, la protéine Gag est davantage retrouvée dans des fractions membranaires,
et il y a une redistribution de Gag du cytosol vers la membrane plasmique (39). Cette
augmentation de la relâche virale par Vpu s’effectuerait par un mécanisme lié au type
cellulaire ou à l’environnement cellulaire, plutôt qu’à un effet direct sur la protéine
Gag, puisque aucune interaction spécifique entre Vpu et Gag n’est requise pour que
Vpu puisse augmenter la relâche virale (63). De plus, Vpu permet d’augmenter la
relâche virale par un mécanisme différent de celui employé par p6 (152), suggérant
ainsi que l’action de Vpu s’effectuerait à une étape précédant le détachement de la
particule virale de la membrane cellulaire. Notre hypothèse est donc que Vpu pourrait
faciliter le ciblage et/ou l’assemblage du précurseur polyprotéique Gag au niveau des
radeaux lipidiques.
L’objectif général du projet est de déterminer le mécanisme par lequel Vpu facilite
la relâche des particules du VIII-1. Plus spécifiquement, il s’agit de déterminer si Vpu
facilite le ciblage et/ou l’assemblage des particules virales au niveau des radeaux
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lipidiques. En utilisant des cellules HeLa transfectées avec des constructions
provirales déficientes pour la protéase virale et la protéine Env, nous avons d’abord
voulu vérifier si la présence de Vpu permettait d’accroître la localisation de la protéine
Gag dans les radeaux lipidiques. La localisation de la protéine Vpu dans ces mêmes
microdomaines a également été vérifiée. Ensuite, nous avons voulu déterminer si
l’inhibition de la formation des radeaux lipidiques avait un effet sur l’augmentation de
la relâche virale par Vpu. Finalement, en utilisant des constructions provirales
complètes, nous avons votilu vérifier l’effet de Vpu sur la localisation intracellulaire de




Le plasmide SVC21/BHIO, codant pour une protéine Vpu fonctionnelle, a été
obtenu en remplaçant le fragment SatI-KpnI (nucléotides des positions 5787 à 6347)
du provinis SVC2I par le fragment SalI-KpnI du provinis 3H10, tel que décrit
précédemment (167). Le plasmide SVC21/BHYO Vpu ATG- a été obtenu en modifiant
le codon d’initiation ATG de Vpu, en position 5420, pour le codon CTG, empêchant
ainsi la production de la protéine (figure 11).
figure 11. Schéma des constructions provirales SVC21/BU1O et SVC2J/BHIO
Vpu ATG-. Le fragment SalI-KpnI du provinis SVC21 (nucléotides 5787 à 6347) a été
remplacé par le fragment SalI-KpnI du provirus BH1O. Pour la construction SVC21/BH1O
Vpu ATG-, le codon d’initiation ATG de Vpu a été remplacé par le codon CTG.
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Le plasmide SVC21 Vpu- Env- PR- (figure 12) a été obtenu en remplaçant le
fragment SalI-BamHI (nucléotides des positions 5787 à $476) de la construction
SVC2 I PR- par le fragment SalI-BarnHI de la construction SVC2 1 Vpu- Env-. Dans
la construction SVC2I PR-, l’acide aspartique, résidu en position 25 de la protéase, est
modifié pour une arginine. La substitution de l’acide aspartique du site actif de
l’enzyme rend la protéase inactive (65). Le plasmide SVC2Y/BH1O Vpu+ Env- PR
(figure 13) a été obtenu en remplaçant le fragment SalI-BamHI (positions 5787 à
8476) du plasmide SVC21 PR- par le fragment SalI-BamHI (positions 5144 à 7831) de
la construction SVC2I/BHIO Vpu+ Env-. Pour obtenir une construction Env-, le
codon initiateur ATG a été muté, et un changement de cadre de lecture a été introduit à









termination at aal 16)
Figure 12. Schéma de la construction provirale SVC2I Vpu- Env- PR-. La
protéase virale a été inactivée par la substitution, dans son site actif, de l’acide aspartique pour
une arginine. Le fragment SalI-BamHI (nticléotides 5787 à $476) de la construction SVC21
PR- a été remplacé par le fragment SalI-BamHI de la construction SVC21 Vpu- Env-, pour
obtenir la construction SVC2 1 Vpu- Env- PR-.
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Figure 14. Changement de cadre de lecture dans la séquence codante du gène
env. Le gène env a été inactivé en mutant le codon initiateur ATG, ainsi qu’en introduisant un
changement de cadre de lecture à la position 6347 de la séquence codante du gène, ce qui
élimine un site KpnL
Figure 13. Schéma de la construction provirale SVC2I/BH1O Vpu+ Env- PR-. La
protéase virale a été inactivée par la substitution, dans son site actif, de l’acide aspartique pour
une arginine. Le fragment SalI-BamHI (nucléotides 5787 à 8476) de la construction SVC2Î
PR- a été remplacé par le fragment SalI-BamHI (nucléotides 5144 à 7831) de la construction
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2. Anticorps
L’anticorps polyclonal de lapin anti-Vpu a été obtenu suite à l’injection d’un lapin
avec un peptide correspondant à la séquence en C-terminal de Vpu (32), lequel peptide
était couplé à la protéine KLH (keyhole limpet haemocvanin) utilisée comme
transporteur protéique (157). Cet anticorps, désigné 4H10LC-KLH, a été utilisé lors de
la révélation de la protéine Vpu par immunobuvardage, ainsi que lors des marquages
par immunofluorescence. Un autre anticorps polyclonal de lapin anti-Vpu a été
produit de la même façon que pour 4H10LC-KLH, le peptide étant cette fois couplé à
l’albumine sérique de bovin (BSA: bovine sera aÏburnin). Cet anticorps, désigné
4H10LC-BSA, a été utilisé pour les expériences d’immunoprécipitation de la protéine
Vpu.
Le sérum anti-VIH-1 (#153) a été obtenu d’un individu infecté par le VIH-l et
dont le sérum a testé positif par ELISA pour la présence d’anticorps contre le VIH-1,
tel que décrit précédemment (97). Les protéines structurales du VIH-1 sont reconnues
par ce sérum. L’anticorps monoclonal de souris anti-p24 provient de l’ascite de souris
Balb/c ayant été injectées avec un hybridome p24 (no catalogue ATCC HB9725;
American Type Culture Collection, Manassas, VA), tel que décrit précédemment (97).
L’anticorps polyclonal de lapin anti-p24 a été obtenu du AIDS Reagent Program (no
catalogue 4250). L’anticorps monoclonal de souris anti-p 17 provient du surnageant de
culture d’hybridomes produisant des anticorps contre la protéine p17 (no ATCC
HB8975; American Type Culture Collection, Manassas, VA). L’anticorps monoclonal
de souris anti-récepteur de la transferrine (TfR) a été acheté chez Zymed Laboratories
Inc. L’anticorps polyclonal de lapin anti-cavéoline a été acheté chez BD Biosciences.
L’anticorps polyclonal d’âne dirigé contre les anticorps de lapin et couplé à
l’enzyme HRP (horseradish peroxydase), ainsi que l’anticorps polyclonal de mouton
dirigé contre les anticorps de souris et couplé à l’enzyme HRP, ont été achetés chez
Amersham Biosciences. L’anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre les anticorps
de lapin et couplé à Alexa Fluor® 488 (GAR88), ainsi que l’anticorps polyclonal d’âne
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dirigé contre les anticorps de souris et couplé à Alexa Fluor® 594 (DAM594), ont été
achetés chez Molecular Probes.
3. Culture cellulaire et transfection
Les cellules HeLa ont été cultivées dans du milieu Dulbecco Eagle modifié
(DMEM) (Wisent Inc.), additionné de 10 % de sérum foetal de bovin (Wisent Inc.) et
de 1 % d’antibiotiques (PIS : pénicilline et streptomycine; Wisent Inc.). La culture des
cellules s’est effectuée à 37°C, dans une atmosphère de 5 ¾ de C02. Lors des
différentes expériences, les cellules ont été transfectées par la méthode du phosphate
de calcium (182).
4. Analyse des protéines retrouvées dans les radeaux lipidiques
4.1 Isolement des radeaux lipidiques
Les cellules HeLa ont été étalées dans des pétris de 60 mm de diamètre, à raison
de 0,75 à I X 10 cellules par pétri. Environ 24 heures plus tard, les cellules ont été
transfectées avec 10 tg d’ADN (construction SVC21 Vpu- Env- PR- ou SVC21IBH1O
Vpu+ Env- PR-). De 16 à 20 heures après la transfection, le milieu de culture a été
enlevé et remplacé par dtt milieu DMEM frais. À 48 heures après la transfection, les
celltiles ont été rincées une fois avec du P35 froid (phosphate bz/je’red saline: 136,9
mM NaCI, 2,68 mM KC1, 10,14 mM Na2HPO4, 1,76 mM KH2PO4), puis les cellules
ont été décollées du pétri à l’aide d’un grattoir. Les cellules ont été comptées afin
d’avoir des échantillons de 1 X 106 cellules. Les échantillons ont été resuspendus dans
320 tL de TE pH 7,5 (10 mM Tris-HC1, 4rnM EDTA, cocktail d’inhibiteurs de
protéases CornpleteT [Roche]) et maintenus sur glace. Les cellules ont été lysées par
sonication (sonicateur Ultrasonic Processor), à raison de 5 pulsations de 0,5 secondes à
une amplitude de 38%, les échantillons étant maintenus sur glace durant la lyse. Les
lysats cellulaires ont été centrifugés à 2000 RPM pour 3 minutes à 4°C (Eppendorf
Centrifuge 5402), et 300 tL de PNS (post-nitcÏear supernatant) ont été récupérés pour
chaque échantillon. À ce 300 tL de PNS ont été ajoutés 9 tL de NaC1 5 M
(concentration finale 150 mM), puis 310 tL de TNE (25 mM Tris-HC1, 150 mM NaCl,
4$
4 mM EDTA) ou TNE + 0,25 % Triton X-100 (M? Biomedicals) (concentration finale
de 0,125 % Triton). Les échantillons ont été laissés sur glace oti à 37°C pour 20
minutes, avec une légère agitation par vortex à toutes les 5 mintites. Les échantillons
ont ensuite été placés sur un gradient de saccharose (Fisher Scientific) fait de trois
couches distinctes (TNE + 85,5 ¾ saccharose. INE + 65 ¾ saccharose, TNE + 10 %
saccharose). Les pourcentages de saccharose indiqués représentent des pourcentages
poids/volume (p/v). Les gradients ont été soumis à une ultracentrifugation dans un
rotor SW41 Ti (Beckman) à une vitesse de 28 000 RPM pour 17 heures à 4°C. Pour
chacun des gradients, 10 fractions de 1,2 mL ont été récupérées du haut du gradient
vers le bas du gradient, soit du moins dense au plus dense. À chacune de ces fractions,
350 uL de RIPA 5X (700 mM NaC1, 40 mM Na7HPO4, 10 mM NaH7PO4, 5 %
Nonidet P-40, 0,25 ¾ SDS, 2,5 ¾ sodium deoxycholate) ont été ajoutés.
4.2 Précipitation des protéines au TCA
À 600 tL de chacune des fractions récupérées, ont été ajoutés 700 tL d’une
solution de 20 % d’acide trichioroacétique (TCA: trichÏoroacetic aclU [Sigma
Aldrich]) froide (concentration finale de il % TCA). Après agitation, les échantillons
ont été incubés sur glace pendant 30 minutes, puis ont été centrifugés à 14 000 RPM
pour 15 minutes à 4°C (Eppendorf Centrifuge 5402). Le surnageant a été enlevé, et le
culot a été resuspendu dans 300 tL d’acétone (Fisher Scientific) froid. Les
échantillons ont été centrifugés à 14 000 RPM pour 5 minutes à 4°C, le surnageant a
été enlevé, et le culot a été resuspendu dans 100 tL de tampon réducteur SDS
contenant 50 pL/mL de Tris-HC1 Ï M pH 8.
4.3 Détection des protéines
Les protéines contenues dans chacune des fractions ont été séparées par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide 12,5 %, en présence de SDS (SDS-PAGE:
sodium dodecvl su(fate-polvaciylamide gel electrophoi-esis), puis transférées par
électrophorèse sur une membrane de nitrocellulose (BioRad) pendant 16 heures à 4°C
à 150 mA dans un tampon de transfert (25 mM Tris, 193 mM glycine, 20 ¾ méthanol).
Les protéines ont ensuite été révélées par immunobuvardage. D’abord, les membranes
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ont été incubées pendant 30 minutes à la température de la pièce dans du TBST (20
mM Tris, 137 mM NaC1, 0,1 % Tween®20 {MP Biomedicals mc]) contenant 5 % de
lait écrémé, puis ont été lavées pendant 3 périodes de 10 minutes dans du TBST. Les
membranes ont ensuite été incubées pendant 16 heures à 4°C avec différents anticorps
primaires dilués dans du TBST $ l’anticorps de souris anti-TfR (dilution 1:1000);
l’anticorps de lapin anti-cavéoline (dilution 1:1000); l’anticorps de souris anti-p24
(dilution 1:4000); et l’anticorps de lapin anti-Vpu 4H101C-KLH (dilution 1:1000).
Après un lavage de 15 minutes et 3 lavages de 10 minutes dans du TBST, les
membranes ont été incubées pendant 40 minutes à la température de la pièce avec les
anticorps secondaires dilués dans du TBST. L’anticorps de mouton dirigé contre les
anticorps de souris, et l’anticorps d’âne dirigé contre les anticorps de lapin, tous deux
couplés à l’enzyme HRP, ont été utilisés comme anticorps secondaires (dilution
1:7500). Après avoir lavé les membranes pendant une période de 15 minutes, une
période de 10 minutes et 4 périodes de 5 minutes, la révélation des protéines a été
effectuée selon la technique ECL (enhanced chemituininescence), tel que décrit
précédemment (97). La densité des bandes obtenues a été analysée à l’aide d’un
densitomètre de Molecular Dynamics, en utilisant le programme ImageQuant’’.
5. Marquage métabolique et immunoprécipitations
Selon les expériences, 1 X 106 à 1,5 X 106 cellules HeLa ont été étalées et
transfectées, 24 heures plus tard, avec les constructions SVC2 1 Vpu- Env- PR- ou
SVC2 1/BH1O Vpu+ Env- PR-, à raison d’un ou de deux pétris par construction. Après
48 heures, les cellules ont été mises en privation pour 30 minutes dans du milieu
DMEM ne contenant ni cystéine ni méthionine (MP Biomedicals). et additionné ou
non de 10 % de sérum foetal de bovin dialysé, selon les expériences. Ensuite, les
cellules ont été marquées pendant 5 ou 16 heures, selon les expériences, dans du milieu
DMEM sans cystéine ni méthionine, additionné ou non de 10 % de sérum foetal de
bovin dialysé, et de 100 tCi/mL ou de 300 llCi/mL de 355-translabel (Perkin Elmer), à
raison de 3 mL de milieu par pétri.
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À la fin des marquages, les sumageants ont été récupérés, et les cellules lysées
dans 1 mL de RIPA (140 mM NaC1, $ mM NaHPO4, 2 mM NaH2PO4, 1 % Nonidet
P-40, 0,05 % SDS, 0,5 % sodium deoxycholate [DOC]) additionné d’un cocktail
d’inhibiteurs de protéases Complete’1 (Roche). Les surnageants ont été centrifugés à
1000 RPM pour 3 minutes, puis à 3000 RPM pour 5 minutes, pour être ensuite filtrés
sur une membrane de 0,45 tm. Les VLP (vfrus-Ïike païlicules) ont été sédimentées
sur un coussin de 1 mL de saccharose 20 ¾ p/v dans du PBS, par ultracentriftigation à
35 000 RPM dans un rotor de type 70.1 Ti (Beckman) pendant 2 heures à 4°C. Les
VLP ont ensuite été lysées dans 1 mL de RIPA.
La protéine a été immunoprécipitée à partir des lysats de cellules et de
VLP en utilisant 10 pL de sérum anti-VIH-1 (#153) et 5 tL d’anticorps de souris anti
p24. La protéine Vpu a été immunoprécipitée des lysats cellulaires en utilisant 10 1iL
d’anticorps de lapin anti-Vpu 4H10LC-BSA. Les complexes immuns ont été précipités
en utiLisant des billes de protéine A-sépharose (Amersham Biosciences), lavés deux
fois avec du RIPA sans DOC et une fois avec du Tris-NaCl pH 7,2 (50 mM Tris. 150
mM NaC1), puis resuspendus dans du tampon réducteur SDS et séparés par SDS
PAGE 12,5 %. La présence de Vpu et de p55Gag a été révélée par autoradiographie.
Les bandes obtenues par autoradiographie ont été quantifiées à l’aide d’un
densitomètre de Molecular Dynamics, en utilisant le programme ImageQuantTM.
6. Déplétion du cholestérol
Le rnéthyl-3-cycÏodextrine permet d’extraire le cholestérol de la membrane
plasmique des cellules (126). Pour déterminer la concentration optimale de M3CD
(Sigma) à utiliser, les cellules ont été ctiltivées pendant 4$ heures dans du milieu
DMEM sans sérum additionné de Ï ¾ de pénicilline/streptomycine. Les cellules ont
ensuite été décollées des pétris avec du PBS-EDTA, puis comptées pour avoir des
échantillons de 0,5 X 106 cellules. Les cellules ont été laissées en présence de 5 mM,
10 mM, 15 mM ou 20 mM de Mf3CD pour 30 minutes, toujours dans du DMEM sans
sérum additionné de 1 % pénicilline/streptomycine. Lors des expériences de mesure
de la relâche virale en présence de Mf3CD, les cellules ont été cultivées pendant 32
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heures, après les transfections, dans du milieu DMEM additionné de 10 ¾ de sérum
foetal de bovin et de I % pénicilline/streptomycine, puis elles ont été cultivées pendant
16 heures dans du milieu DMEM sans sérum additionné de 1 ¾
pénicilline/streptomycine. Les cellules ont ensuite été traitées avec 10 mM de Mf3CD
pour la période de privation de 30 minutes précédant le marquage métabolique, puis
avec 2 mM de Mf3CD pendant le marquage métabolique de 5 heures avec le 35S-
translabel.
La simvastatin inhibe l’enzyme HMG-CoA réductase, ce qui bloque la
biosynthèse du cholestérol (126). La simvastatin (Calbiochem) a été activée tel que
décrit précédemment ($5), avec quelques modifications. 25 mg de simvastatin ont été
dissous dans 0,5 mL d’éthanol 95 ¾, puis 390,9 tL de NaOH 1 N ont été ajoutés. Le
pH a été ajusté avec du HC1 1 N, jusqu’à un pH de 7,2. Le volume a été complété
jusqu’à 6,25 mL avec de l’eau distillée, et des aliquots de I mL ont été placés à —20°C.
Pour déterminer la concentration optimale de simvastatin à utiliser, 0,5 X 106 cellules
ont été cultivées pendant 4$ heures dans du milieu DMEM sans sérum additionné de Ï
% de pénicilline/streptomycine, en présence de 5 jiM, 10 tM, ou 20 tM de
simvastatin et 500 tM de mévalonate (mevalonic acid lactone; Sigma), tel que décrit
précédemment (126). Lors des expériences de mesure de la relâche virale en présence
de simvastatin, les cellules ont été cultivées pendant 24 heures avec du milieu DMEM
additionné de 10 % de sérum foetal de bovin et de 1 ¾ pénicilline/streptornycine.
Environ 16 heures après transfection, le milieu a été changé et les cellules ont été
cultivées pour environ 32 heures dans du milieu DMEM sans sérum additionné de 1 ¾
pénicilÏine!streptomycine, en présence de 5 1.iM simvastatin et de 500 tM mévalonate.
Les cellules ont ensuite été mise en privation pendant 30 minutes dans du milieu
DMEM sans cystéine ni méthionine, et ont subi un marquage métabolique au
transiabel pour une période de 16 heures, toujours en présence de 5 tM simvastatin et
de 500 iM mévalonate. L’inhibition de l’enzyme HMG-CoA réductase entraîne
normalement un arrêt de croissance et un changement morphologique des cellules. Le
mévalonate est le produit de la réaction catalysée par l’enzyme HMG-CoA réductase,
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et son ajout dans le milieu de culture permet de minimiser les effets de la simvastatin
(48).
7. Coloration à la fihipin
Les cellules HeLa traitées avec différentes concentrations de M3CD et de
simvastatin ont été colorées avec la fihipin, un métabolite fongique fluorescent qui se
lie au cholestérol (83). Les cellules ont été décollées des pétris avec du PBS-EDTA,
rincées avec du PBS froid, puis fixées potir 15 minutes à la température de la pièce
avec une solution contenant 4 % de paraformaldéhyde dans du PBS. Les cellules ont
été à nouveau rincées avec du PBS froid, et colorées pour 15 minutes à la température
de la pièce avec 400 tL d’une solution de 125 tg/rnL de filipin (Sigma) dans dti PBS.
Les cellules ont ensuite été rincées avec du PBS froid, et analysées par cytométrie en
flux avec un cytomètre LSR (Becton Dickinson). Un laser UV (hélium-cadmium) a
été utilisé à une longueur d’onde d’excitation à 325 nm, alors qtie l’émission a été
captée à une longueur d’onde de 510 nm.
8. Immunofluorescence et microscopie
Pour les expériences d’immunofluorescence, trente mille cellules HeLa ont été
étalées sur des lameLles dans des vials de 1 cm de diamètre, et transfectées, 24 heures
plus tard, avec 0,5 jig d’ADN (constructions SVC21/BH1O et SVC21/BHÏO Vpu
ATG-). Après 4$ heures, les cellules ont été fixées pour 30 minutes à la température
de la pièce avec tine solution contenant 4 % de paraformaldéhyde dans du PBS. Elles
ont ensuite été perméabilisées pour 10 minutes à la température de la pièce avec une
solution de PBS contenant 0,2 % Triton X-100, puis traitées pour 10 minutes à la
température de la pièce avec une solution de chlorure d’ammonium (50 mM NH4C1).
La fixation des cellules avec la paraformaldéhyde génère des groupements aldéhydes
libres qui peuvent causer une autofluorescence des cellules. Le chlorure d’ammonium
bloque les groupements aldéhydes libres, ce qui diminue l’autoftuorescence des
cellules (http://www.emlab.ubc.ca/pfluore.htm). Les cellules ont été incubées pour 2
heures à 37°C dans un enviroimement humide, avec différents anticorps dilués dans du
PBS contenant 2 % de lait écrémé: anticorps de lapin anti-Vpu 4H10LC-KLH (dilution
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1:500), anticorps de lapin anti-p24 (dilution 1:1000), anticorps de souris anti-p24
(dilution 1:1000), et anticorps de souris anti-p17 (dilution 1:10). Les cellules ont été
lavées pour trois périodes de 5 minutes avec du PBS à la température de la pièce.
Ensuite, elles ont été incubées pour 40 minutes à la température de la pièce à l’abri de
la lumière avec un anticorps de chèvre dirigé contre les anticorps de lapin et coupLé à
Alexa Fluor® 48$ (dilution 1:500 dans du PBS), ou avec tin anticorps d’âne dirigé
contre les anticorps de souris et couplé à Alexa Fluor® 594 (dilution 1:500 dans du
PBS). Les cellules ont été lavées avec du PBS, puis elles ont été colorées avec une
solution de DAPI (dilution 1:1000 dans du PBS) pour 5 minutes à la température de la
pièce, afin de colorer les noyaux. Finalement, les cellules ont été lavées durant 3
périodes de 5 minutes avec du PBS. Les lamelles ont été montées sur des lames, puis
placées à -20°C pour au moins 24 heures. Les images ont été obtenues à l’aide d’un
système Zeiss Ceil Observer équipé d’un microscope Axiovert 200 M, en tttilisant un
objectif lOOX à immersion d’huile. Les images ont subi une déconvolution digitale à




Effet de la protéine Vpu sur la localisation intracellulaire de Gag et l’assemblage
viral
Nous avons voulu vérifier l’effet de Vpu sur la localisation de Gag dans le
contexte d’un virus infectieux. Dans ce contexte, le précurseur p55Gag est clivé au
moment de la relâche des virus. Nous avons donc procédé à des expériences
d’irnmunofluorescence afin de visualiser des différences dans la localisation
intracellulaire de Gag lors de l’assemblage viral, en absence et en présence de Vpu.
De plus, nous avons voulu vérifier une possible colocalisation de Vpu et de Gag. Des
cellules HeLa ont été étalées sur des lamelles, puis ont été transfectées avec les
constructions provirales SVC21/3HlO et SVC2Y/BH1O Vpu ATG-. Après 4$ heures,
les cellules ont été fixées puis incubées avec différents anticorps reconnaissant les
protéines p24, p17 et Vpu. Les anticorps dirigés contre la protéine p24 reconnaissent
le précurseur p55Ga et la protéine p24 mature, alors que l’anticorps dirigé contre la
protéine pl? ne reconnaît que la protéine p17 mature. La protéine p17 n’étant produite
qu’au moment de la maturation virale, elle nous permet de visualiser les sites
d’assemblage et de relâche du virus. Les protéines ont été détectées en utilisant des
anticorps secondaires couplés à des fluorochrornes, et visualisées à l’aide d’un
microscope à fluorescence. Les images obtenues sont présentées à la figure 15, et sont
représentatives de la majorité des cellules observées pour chacun des marquages.
D’abord, nous pouvons remarquer que la protéine Vpu est principalement localisée
dans ta région périnucléaire (Fig. 15A). En absence de Vpu, il y a une accumulation
intracytoplasmique de la protéine p24, celle-ci semblant se localiser sous forme de
granules dans le cytoplasme (f ig. 153 et D, Vpu-). En présence de Vpu, la protéine
p24 présente cependant une localisation beaucoup plus diffuse dans le cytoplasme,
avec une diminution importante de l’apparence granulaire et du signal (fig. 153 et D,
Vpu+). En ce qui concerne la protéine p17, elle semble également s’accumuler dans le
cytoplasme de ta cellule en absence de Vpu, avec une granulation semblable à celle
obtenue pour la protéine p24 (fig.l5C et E, Vpu-). Toutefois, lorsque Vpu est
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présente, il y a une forte diminution du signal pour la protéine p17 (f ig. 15C et E,
Vpu+), bien que l’on puisse distinguer une localisation de la p17 au niveau de la
membrane plasmique (fig. 15E, Vpu+). finalement, les images présentées aux figures
15D et 15E montrent que la protéine Vpu ne colocalise pas avec la protéine p24, ni
avec la protéine p17, respectivement. Ce résultat supporte l’idée que Vpu agit de
façon indirecte sur Gag pour augmenter la relâche virale (63).
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Figure 15. Effet de Vpu sur la localisation de Gag et l’assemblage viral. Des
cellules HeLa ont été étalées sur des lamelles et transfectées avec 0,5 tg d’ADN
(constructions provirales SVC21/BH1O et SVC21/BH10 Vpu ATG-). Après 48
heures, elles ont été fixées pendant 30 minutes à la température de la pièce avec une
solution de PFA 4 % dans du PBS. Après un traitement de 10 minutes à la température
de la pièce avec une soLution de 0,2 % Triton X-100, et un traitement de 10 minutes
avec une solution de 50 mlvi de chlorure d’ammonium, toujours à la température de la
pièce, les cellules ont été incubées avec les anticorps primaires pendant 2 heures à
37°C. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 40 minutes à la température de la
pièce et à l’abri de la lumière, avec les anticorps secondaires couplés à des
fluorochromes, pour finalement être colorées au DAPI pendant 5 minutes à la
température de la pièce. Les protéines ont été visualisées à l’aide d’un microscope à
fluorescence.
A. Détection de la protéine Vpu. Les cellules ont été incubées avec un anticorps de
lapin dirigé contre la protéine Vpu, et incubées de nouveau avec un anticorps de
chèvre dirigé contre les anticorps de lapin et couplé à Alexa Fluor® 488 (vert).
B. Détection de la protéine p24. Les cellules ont été incubées avec un anticorps de
lapin dirigé contre la protéine p24, puis avec un anticorps de chèvre dirigé contre
les anticorps de lapin et couplé à Alexa Fluor® 48$ (vert).
C. Détection de la protéine p17. Les cellules ont été incubées avec un anticorps de
souris dirigé contre la protéine p17, et incubées de nouveau avec un anticorps
d’âne dirigé contre les anticorps de souris et couplé à Alexa Fluor® 594 (rouge).
D. Détection de la protéine p24 et de la protéine Vpu. Les cellules ont d’abord été
incubées avec un anticorps de souris dirigé contre la protéine p24 et un anticorps
de lapin dirigé contre la protéine Vpu. Elles ont ensuite été incubées avec un
anticorps d’âne dirigé contre les anticorps de souris et couplé à Alexa Fluor® 594
(rouge), et avec un anticorps de chèvre dirigé contre les anticorps de lapin et





































E. Anti-p 17 et anti-Vpu
Mock
Fig. 15E. Détection de la protéine p17 et de la protéine Vpu. Les cellules ont d’abord
été incubées avec un anticorps de souris dirigé contre la protéine p17 et un anticorps de
lapin dirigé contre la protéine Vpu. Elles ont ensuite été incubées avec un anticorps
d’âne dirigé contre les anticorps de souris et couplé à Alexa Fluor® 594 (rouge), et










La protéine Vpu permet une relâche accrue de Pr55 à partir de cellules HeLa
II a été démontré par plusieurs groupes que la protéine Vpu permettait une
augmentation de la relâche virale à partir de cellules HeLa (63, 94, 130, 140, 152, 170,
181). De plus, Vpu peut augmenter la relâche virale en absence des glycoprotéines
d’enveloppe (181) et de la protéase virale (63, 94). Nous avons donc voulu confirmer
la capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale à partir de cellules HeLa, dans le
contexte de constructions provirales PR- et Env-. Des cellules HeLa ont été
transfectées avec les constructions provirales SVC21 Vpu- Env- PR- et SVC21/BH1O
Vpu+ Env- PR-, isogéniques pour l’expression de Vpu, puis marquées au 3DS
transiabel. La protéine Pr55G a été immunoprécipitée à partir des lysats de cellules et
de VLP afin de déterminer l’efficacité de la relâche virale. La figure 16A nous montre
que la quantité de Pr55 associée aux VLP est plus importante avec la construction
provirale SVC21/BH1O Vpu+ Env- PR- qu’avec la construction SVC21 Vpu- Env
PR- (F ig. l6A, comparer les lignes 5 et 6). Une analyse quantitative par densitométrie
nous a permis de calculer un pourcentage de relâche 8,5 fois plus élevé pour
SVC21/BHÏO Vpu+ Env- PR-, comparativement à SVC21 Vpu- Env- PR- (Fig. 163).
Nous aurions peut-être pu nous attendre à ce que la quantité de Pr55 associée aux
cellules soit plus importante en absence de Vpu, par rapport à la quantité retrouvée en
présence de Vpu (Fig. 16A, comparer lignes 2 et 3). Cependant, bien que la quantité
de p55Ga relâchée en présence de Vpu soit plus importante, d’autres groupes ont
observé des niveaux similaires de p55Gag associés aux cellules en absence et en
présence de Vpu (63, 94). Également, une immunoprécipitation effectuée avec un
anticorps dirigé contre Vpu nous a permis de montrer qtte cette protéine est exprimée
uniquement dans les cellules transfectées avec la construction SVC2I/BHIO Vpu+
Env- PR- (Fig. 16A, ligne 9). La relâche virale plus importante obtenue avec cette
construction provirale serait donc due à la présence de la protéine Vpu.
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Figure 16. Effet de Vpu sur la relâche de dans les cellules HeLa.
A. Des cellules HeLa ont été non transfectées (lignes 1, 4 et 7) ou transfectées avec les
constructions SVC2Ï Vpu- Env- PR- (U-, lignes 2, 5 et 8) et SVC21/BHIO Vpu+
Env- PR- (U+, lignes 3, 6 et 9). Après un marquage métabolique au 35S-translabel,
la protéine Pr55 a été immunoprécipitée à partir des lysats cellulaires et des VLP
à l’aide d’un sérum provenant d’un individu infecté par le VIH-l et d’un anticorps
monoclonal de souris dirigé contre la protéine p24. La protéine Vpu a été
immunoprécipitée des lysats cellulaires à l’aide d’un anticorps dirigé contre Vpu.
Les protéines marquées ont été séparées par SDS-PAGE et révélées par
autoradiographie.
B. Une analyse quantitative par densitométrie a été effectuée afin de déterminer le
pourcentage de relâche virale pour chacune des constructions. À l’aide d’un
densitomètre, la densité des bandes cotrespondant à Pr55 sur l’autoradiogramme
présenté à la figure l6A a été mesurée. La densité obtenue pour chacune des
bandes a été considérée comme étant la quantité de protéine présente dans chaque
cas. Les quantités ainsi obtenues ne sont donc pas les quantités réelles de protéine
récupérée, mais cela nous permet tout de même de comparer entre eux les
différents échantillons. Le pourcentage de relâche virale a ensuite été calculé en
divisant la quantité de Pr55 retrouvée dans les VLP par la quantité totale de




























Efficacité de la relâche de Pr55 à partir de













Effet de Vpu sur le ciblage du précurseur Pr55 au niveau des radeaux
lipidiques
Les expériences de microscopie à fluorescence nous ont permis de constater qtie,
dans le contexte d’un virus infectieux, Vpu permet une localisation de la protéine p17
au niveau de la membrane plasmique. De plus, nous savons que les radeaux lipidiques
sont, entre autres, retrouvés à la membrane plasmique (19). Notre hypothèse de travail
est que Vpu, pour augmenter la relâche virate, permettrait d’accroftre la quantité de
Pr55 présente dans les radeaux lipidiques. Puisque Vpu peut augmenter la relâche
virale en absence des glycoprotéines d’enveloppe (181) et de la protéase virale (63,
94), nous avons choisi de tester notre hypothèse en isolant les radeaux lipidiques à
partir de cellules HeLa dans le contexte d’un virus Env- et PR-. Des cellules HeLa ont
donc été transfectées avec les constructions SVC21 Vpu- Env- PR- et SVC21/BHI0
Vpu+ Env- PR-, lysées par sonication, puis les lysats cellulaires ont été homogénéisés
et traités avec ou sans Triton X-100, â une concentration finale de 0,125 %, afin
d’isoler les radeaux lipidiques des membranes cellulaires. Chacun des échantillons
traités a été soumis à une ultracentrifiigation sur gradient de saccharose afin de séparer
les différents constituants selon leur densité. En absence de Triton X-100, les
membranes, ayant une plus faible densité, flottent dans le gradient au niveau des
faibles densités de saccharose. En présence de Triton X-100, les domaines
membranaires résistants au détergent, désignés DRM, ont une plus faible densité, et se
retrouvent flottant dans le haut du gradient, alors que les membranes ayant été
solubilisées par le détergent ont une plus forte densité et se retrouvent au fond du
gradient. Pour chacun des gradients, 10 fractions ont été récupérées et numérotées 1 à
10, du haut du gradient vers le bas du gradient, les fractions 1 à 5 étant considérées
comme les fractions contenant les membranes ou les DRM, selon l’absence ou la
présence de détergent. Les protéines contenues dans chacune des fractions ont été
séparées par SDS-PAGE, puis analysées par immunobuvardage. D’abord, en absence
de détergent, les contrôles TfR et Cav sont majoritairement détectés dans le haut du
gradient, c’est-à-dire dans les fractions membranaires, autant en absence qu’en
présence de Vpu (Fig. 17A, TfR et Cav, U- vs U+). La protéine p55Gag se retrouve
distribuée dans plusieurs fractions du gradient,
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Figure 17. Effet de Vpu sur la localisation de Pr55 au niveau des radeaux
lipidiques. Des cellules HeLa ont été transfectées avec SVC2 1 Vpu- Env- PR- (U-) et
SVC2Ï/BH1O Vpu+ Env- PR- (U+), lysées par sonication, homogénéisées et traitées
avec ou sans 0,125% Triton X-100 à 4°C ou à 37°C, puis les lysats cellulaires ont été
ultracentrifttgés sur gradients de saccharose. Les protéines Tf’R, Cav, Pr55 et Vpu
ont été détectées par immunobuvardage. Les fractions membranaires (mernb.), non
membranaires (non memb.), résistantes au détergent (DRM) et solubles au détergent
(soluble) sont montrées.
A. Les lysats cellulaires homogénéisés ont été incubés à 4°C en absence de Triton X-
100.
B. Les lysats cellulaires homogénéisés ont été traités avec une concentration finale de
0,125 % Triton X-100 à 4°C.
C. Les lysats cellulaires homogénéisés ont été traités avec une concentration finale de
0,125 % Triton X-100 à 37°C.
D. Une analyse quantitative par densitométrie a été effectuée pour calculer le
pourcentage de p55Ga dans les fractions DRM. Ce pourcentage a été obtenu en
divisant la quantité de Pr55 retrouvée dans les fractions 1 à 5, considérées
comme DRM (Fig. 173, p55oa) par la quantité totale de p551 (DRM +
soluble). Les pourcentages indiqués représentent la moyenne de deux expériences,
et les écart-types ont été calculés à partir de ces moyennes.
E. Une analyse quantitative par densitométrie a été effectuée pour calculer le
pourcentage de p55Gag dans les fractions DRM. Dans ce cas-ci, les fractions I à 7
ont été considérées comme étant les fractions DRIVI (f ig. 173, p55Gar) Le
pourcentage de Pr55 retrouvé dans les DRM a été obtenu en divisant la quantité
de p55’ retrouvée dans les fractions DRM par la quantité totale de Pr55
(DRM + soluble). Les pourcentages indiqués représentent la moyenne de deux
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bien qu’elle se retrouve principalement dans les fractions membranaires,
indépendamment de la présence de Vpu (F ig. 17A, p55Gag U- vs U+). Pour sa part, la
protéine Vpu se situe majoritairement dans les fractions membranaires (Fig. 17A, Vpu,
U+). En présence de Triton X-100 à 4°C, le contrôle TfR (non rajt) se retrouve dans
les fractions solubles, alors que le contrôle Cav (raft) demeure dans les fractions DRIVI
(Fig. 173, TfR et Cav, U- vs U+), tel qu’observé précédemment (126). La protéine
Vpu est également retrouvée dans des fractions DRM, ainsi que dans des fractions
solubles. Cependant, la proportion de Vpu retrouvée dans les fractions DRM est
beaucoup moins importante que ta proportion de la protéine retrouvée dans les
fractions solubles (fig. 173, Vpu, U+).
En analysant la distribution de Pr55 dans les différentes fractions, en présence
de Triton X-100 à 4°C, nous ne pouvons que remarquer la migration plus lente de
Pr55 dans les fractions 1 à 7, en comparaison avec la migration de p55Gag dans les
fractions $ à 10 (fig. 173, U- et U+). Cette différence de migration de
p551 dans les fractions DRM comparativement aux fractions solubles n’est pas
retrouvée dans la littérature (101, 120, 126). Nous pouvons supposer que cette
différence au niveau de la migration est due à l’association du Pr55’ présent dans les
fractions DRM avec une protéine de faible poids moléculaire. Cependant, la
séparation des protéines contenues dans les différentes fractions ayant été effectuée par
SDS-PAGE dans des conditions dénaturantes, cela nous laisse supposer qu’il s’agit
d’une interaction covalente. Pour l’instant, nous ne savons pas quelle pourrait être ta
protéine associée à Pr55 dans les DRM, ni les raisons possibles de cette association.
De plus, cette différence au niveau de la migration de p55Ga ne se produit qu’en
présence de Triton X-100 à 4°C (comparer f ig. 17A et 173, Pr55). II a déjà été
montré que la présence du Triton X-100 favorise la formation de domaines ordonnés
dans les bicouches lipidiques. Il se pourrait donc que le traitement au Triton X-100 ait
favorisé l’aggrégation de composants contenus dans les membranes (69). Il n’est donc
pas exclu qu’une association entre Pr55 et une autre protéine au niveau des DRM ne
soit due qu’à l’action du Triton X-100, et ne soit pas le reflet de ce qui se passe au
niveau des membranes cellulaires.
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Pour déterminer la proportion de p55G1 se retrouvant dans les fractions DRM,
nous avons procédé à une analyse quantitative par densitométrie. La densité des
bandes correspondant à p55Gag a été mesurée à l’aide d’un densitomètre. Le
pourcentage de p55 se trouvant dans les DRM a été calculé en divisant la quantité
de Pr55 retrouvée dans les fractions DRM, par la quantité de Pr55 totale
(fractions DRM + solubles). Nous avons d’abord considéré les fractions I à 5 comme
étant les fractions DRM, puisque c’est dans ces mêmes fractions que se trouve la
protéine contrôle cavéoline (raft), après traitement ati Triton X-100 à 4°C (Fig. 173,
Cav, U- et U+). En absence de Vpu, 9,85 ¾ des précursetirs p55Gag sont retrouvés
dans les fractions DRM, alors que 16,3 ¾ des précurseurs Pr55G sont retrouvés dans
ces fractions, en présence de Vpu (F ig. 17D). Il y aurait donc 1,6 fois plus de Pr55
dans les DRM en présence de Vpu. Cependant, il s’agit des résultats moyens obtenus
à partir de seulement deux expériences. De plus, la grande marge d’erreur pour U+
(Fig. 17D) nous laisse croire que la différence observée entre U- et U+ n’est pas
suffisamment grande pour être considérée comme réelle.
Afin de déterminer la proportion de Pr55 se retrouvant dans les fractions DRM,
nous avons également considéré les fractions 1 à 5, ainsi que les fractions 6 et 7, plus
denses, comme étant des fractions DRM. En effet, les multimères de Gag sont
retrouvés dans des fractions de pius forte densité, désignées «barges» (101). De plus,
le fait que la p55Gag retrouvée dans la fraction 7 migre à la même hauteur que dans la
fraction 3 (Fig. 173 p55Gag U- vs U+) nous porte à croire que la protéine p55Gag
retrouvée dans la fraction 7 se trouve en fait dans des «barges» DRM. Une analyse
densitométrique nous a permis de calculer qu’en absence de Vpu, 14,5 ¾ des
précurseurs pr55’ sont retrouvés dans les fractions DRM, alors qu’en présence de
Vpu, 21,85 % de ces précurseurs sont retrouvés dans ces mêmes fractions (Fig. 17E).
En présence de Vpu, il y attrait alors 1,5 fois plus de p55Gag localisé dans les DRM.
Les marges d’erreur pour U- et U+ ne se chevauchent pas (Fig. 17E), la différence
observée pourrait donc être considérée suffisamment importante pour être réelle.
Toutefois, ces résultats ne sont la moyenne que de deux expériences. Bien qu’il
semble y avoir un léger enrichissement de p55Gag dans les DRM en présence de Vpu,
il est nécessaire d’effectuer d’autres expériences afin de confirmer cette tendance.
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Également, la localisation de p55 et de Vpu dans des fractions solubles en présence
de Triton X-100 à 37°C (Fig. 17C) suggère que les protéines retrouvées dans des
fractions DRM lors du traitement au détergent à 4°C ne sont pas simplement des
multimères non liés aux membranes qui se retrouveraient dans ces fractions à cause de
leur densité (126). Dans l’ensemble, ces résultats indiquent que Vpu ne semble pas
entraîner un ciblage accru de p55Gag au niveau des radeaux lipidiques, bien qu’une
légère tendance à l’enrichissement de Pr55G dans les DRM soit observée en présence
de Vpu. D’autres expériences doivent cependant être effectuées afin de déterminer si
cet enrichissement en présence de Vpu est bien réel.
Effet de la réduction du cho]estérol cellulaire sur l’augmentation de la relâche
virale par Vpu
Les résultats présentés jusqu’à maintenant indiquent que la protéine Vpu permet
une augmentation de la relâche virale à partir de cellules HeLa. Cependant, les
expériences d’isolement des radeaux lipidiques indiquent que Vpu n’entraîne pas, de
façon claire, de ciblage accru de Pr55 au niveau des DRM. Il a déjà été démontré
qu’une réduction du cholestérol cellulaire, avec pour effet une perte d’intégrité des
radeaux lipidiques, entraîne une diminution de la relâche virale (126). Nous avons
donc voulu vérifier si la destruction des radeaux lipidiques avait un effet sur la capacité
de Vpu d’augmenter la relâche virale. Si Vpu agit au niveau des radeaux lipidiques
pour augmenter la relâche virale, la destruction de ceux-ci devrait entraîner des
niveaux de relâche équivalents en absence et en présence de Vpu. Par contre, si Vpu
n’agit pas au niveau des radeaux lipidiques, leur destruction ne devrait pas empêcher la
capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale.
Une des méthode employée pour réduire le cholestérol cellulaire est le traitement
des cellules avec la rnéthyl-J3-cyclodextrine, un sucre cyclique qui, par son affinité
pour le cholestérol, permet son extraction de la membrane plasmique des cellules
traitées (126). Pour déterminer la concentration optimale de méthyl-J3-cyclodextrine à
utiliser, nous avons d’abord traité des cellules HeLa avec différentes concentrations de
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cette drogue, puis nous avons coloré ces cellules avec la fihipin, un métabolite fongique
fluorescent se liant au cholestérol (83). Les cellules traitées et colorées ont ensuite été
analysées par cytométrie en flux, afin de connaître la moyenne de fluorescence obtenue
pour chacune des concentrations de Mf3CD testée. Les niveaux de cholestérol
cellulaire sont alors proportionnels à la fluorescence mesurée. La figure 18A présente
les pourcentages de fluorescence mesurés pour des concentrations de MI3CD de 5 mM,
10 mM, 15 mM et 20 mM. À une concentration de 10 mM, il y a une diminution de la
fluorescence de 41,6 % par rapport au contrôle. Nous avons choisi d’utiliser cette
concentration de ME3CD, celle-ci étant la plus petite concentration de MÎ3CD nous
permettant d’obtenir une diminution de la fluorescence autour de 50 ¾, tel qu’obtenu
précédemment (126).
Pour vérifier l’effet de la Mf3CD sur l’augmentation de la relâche virale par Vpu,
des cellules HeLa ont été transfectées avec les constructions SVC2 1 Vpu- Env- PR- et
SVC21/BH1O Vpu+ Env- PR-. Après 48 heures, les cellules ont été traitées ou non
avec 10 mM de Mf3CD pendant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été marquées au
35S-translabel pendant 5 heures, en présence ou non de 2 mM de MI3CD. Les cellules
ont été lysées, et les VLP ont été récupérées des surnageants de culture. La protéine
p551 a été immunoprécipitée à partir des lysats de cellules et de VLP. En absence
de Mf3CD, la présence de Vpu permet une augmentation de la relâche virale de 3 fois
en comparaison avec l’absence de Vpu (Fig. 183, comparer les lignes 7 et 9; Fig.
1$C). Lorsque les cellules sont traitées avec la MF3CD, les pourcentages de relâche
virale sont diminués de 3 fois, autant en absence qu’en présence de Vpu. Cependant,
les cellules transfectées avec la construction Vpu+ ont relâché 3 fois plus de p55Gag
que les cellules transfectées avec la construction Vpu-, soit dans les mêmes
proportions que pour les cellules non traitées (Fig. 18B, lignes 8 et 10; Fig. 18C). Ces
résultats indiquent que l’effet de Vpu sur la relâche virale n’est pas affecté par la
destruction des radeaux lipidiques à la membrane plasmique. Cela suggère que Vpu,
pour augmenter la relâche virale, pourrait agir sur la protéine Pr55 au niveau des
radeaux lipidiques de membranes intracellulaires, avant sa localisation à la membrane
plasmique.
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figure 1$. Effet de la méthyl-f3-cyclodextrine sur l’augmentation de la relâche
virale par Vpu.
A. Détermination de la concentration de Mf3CD à utiliser. Des cellules HeLa ont été
traitées ou non avec 5 mM, 10 mM, 15 mM et 20 mM de Mf3CD pendant 30
minutes à 3 7°C. Elles ont ensuite été fixées à la température de la pièce pendant 15
minutes avec une solution de PFA 4 % dans du PBS. Les cellules fixées ont été
colorées avec une solution de filipin à 125 jig/mL dans du PBS. La fluorescence
émise par les cellules a été mesurée par cytométrie en flux. Les pourcentages de
fluorescence ont été calculés en divisant la moyenne de fluorescence obtenue avec
les différents échantillons par la moyenne de fluorescence obtenue avec les
cellules contrôles non traitées et colorées. Cette expérience a été faite une fois.
B. Mesure de la relâche de p55Gag à partir de cellules HeLa, en présence ou en
absence de Vpu, avec ou sans traitement à la MÇ3CD. Des cellules HeLa ont été
transfectées avec les constructions provirales SVC21 Vpu- Env- PR- et
SVC21/BH1O Vpu+ Env- PR-. Après 4$ heures, les cellules ont été traitées avec
10 mM de Mf3CD pendant la période de privation de 30 minutes précédant le
marquage métabolique, puis elles ont été traitées avec 2 mlvi de M3CD pendant le
marquage métabolique de 5 heures avec le 35S-translabel. La protéine p55Gag a été
immunoprécipitée à partir des lysats cellulaires et des VLP à l’aide d’un sérum
anti-VIH et d’un anticorps dirigé contre la protéine p24. Les protéines marquées
ont été séparées par SDS-PAGE et révélées par autoradiographie. Cette expérience
a été faite une fois.
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Efficacité de la relâche de Pr55 à partir de constructions











Figure 18C. Analyse densitométrique des bandes obtenues pour Pr55 à la figure
183. Le pourcentage de relâche virale a été calculé en divisant la quantité de Pr55
retrouvée dans les VLP par la quantité totale de p55Ga (quantité retrouvée dans les
cellules additionnée à la quantité retrotivée dans les VLP). Les pourcentages de
relâche sont exprimés par rapport au pourcentage de relâche calculé pour l’échantillon
Vpu+ non traité (Fig. 183, lignes 4 et 9) , ce dernier étant considéré comme ayant 100
% de relâche virale.
Non traité 10 mM MBCD
nu- •u+
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La réduction du cholestérol au niveau de la membrane plasmique n’ayant pas
d’effet sur la capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale, nous avons voulu vérifier
si la réduction du cholestérol au niveau de membranes intracellulaires affecte
l’augmentation de la relâche par Vpu. La méthyl-f3-cyclodextrine permet d’extraire le
cholestérol de la membrane plasmique, mais elle n’affecte pas, ou très peu, le
cholestérol des membranes intracellulaires. Une autre façon de réduire le cholestérol
consiste à traiter les cellules avec la simvastatin, une drogue qui inhibe l’enzyme
HMG-CoA réductase impliquée dans la biosynthèse du cholestérol (126). L’inhibition
de la synthèse du cholestérol a un effet non seulement sur le cholestérol à la membrane
plasmique, mais aussi sur le cholestérol situé à des membranes intracellulaires. Nous
avons donc traité des cellules HeLa transfectées avec les constructions SVC2 1 Vpu
Env- PR- et SVC2Ï/BH1O Vpu+ Env- PR- avec la simvastatin, afin de voir l’effet de
cette drogue sur l’augmentation de la relâche virale par Vpu. L’expérience n’a
toutefois pas été concluante. Nous savons cependant que le traitement à la simvastatin
penriet de diminuer de 3,5 fois les niveaux de p55Gag relâchés en présence de Vpu
(résultats non montrés). Par contre, lorsque la protéine Vpu est absente, les niveaux de
p551 relâchés dans le surnageant de culture sont indétectables, autant pour les
cellules non traitées que pour les cellules traitées à la simvastatin (résultats non
montrés). Cependant, comme p551 est relâchée à des niveaux indétectables en
absence de Vpu, il est impossible de comparer les pourcentages de relâche obtenus en
absence de Vpu avec les pourcentages de relâche obtenus en présence de cette
protéine. Nous pouvons toutefois constater que la diminution de la relâche virale en
présence de Vpu est du même ordre de grandeur lors de la réduction du cholestérol
cellulaire, que ce soit lors d’un traitement avec la méthyl-f3-cyclodextrine (fig. 1$C)
ou avec la simvastatin (résultats non montrés). Dans les conditions où nous avons fait
l’expérience, il nous est impossible d’arriver à une quelconque conclusion quant à
l’effet de la simvastatin sur la capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale. Nous
ne pouvons donc infirmer ni confirmer la possibilité que Vpu puisse agir sur la




L’assemblage du VIH-l s’effectuerait au niveau des radeaux lipidiques. Les
protéines Gag et Env sont retrouvées dans les radeaux lipidiques (101, 120, 126, 134,
139), et un ciblage accru de la protéine Gag dans ces microdomaines résulte en une
augmentation de la production virale (101). Des composants retrouvés dans les
radeaux lipidiques (GMI, Thy-1, CD59) sont incorporés dans les particules virales
(120). La réduction du cholestérol cellulaire, un constituant important des radeaux
lipidiques, a pour effet de diminuer la production virale, et donc de diminuer
l’infectivité du VIH-1 (126). La protéine Vpu penuet d’augmenter la quantité de
particules virales produites (162), et son absence entraîne l’accumulation et le
bourgeonnement de virus dans des vacuoles intracellulaires (63, 87, 99).
L’augmentation de la relâche virale par Vpu se fait indépendamment de la présence
des glycoprotéines d’enveloppe (181) et de la maturation du précurseur Pr55 (63,
94). En présence de Vpu, Gag se retrouve davantage dans des fractions membranaires,
et il y a une redistribtition de Gag du cytosol vers la membrane plasmique (39). Une
interaction spécifique entre Vpu et Gag n’est cependant pas requise pour permettre
l’augmentation de la relâche par Vpu, suggérant que Vpu permettrait l’augmentation
de la relâche virale en modifiant des voies cellulaires existantes (63). De plus, le
mécanisme employé par Vpu pour augmenter la relâche est différent de celui employé
par 6Gag (152), ce qui suggère que Vpu pourrait fonctionner à une étape précédent le
détachement de la particule virale de la membrane cellulaire. Nous avons donc émis
l’hypothèse que Vpu, pour augmenter ta relâche virale, pourrait faciliter le ciblage
et/ou l’assemblage dti précurseur Pr55 au niveau des radeaux lipidiques.
D’abord, dans le contexte de virus infectieux, nous avons vérifié l’effet de Vpu sur
la localisation et l’assemblage de Gag, dans des cellules HeLa. Les images obtenues à
l’aide de la microscopie à fluorescence nous montrent qu’en absence de Vpu, il y a une
accumulation des protéines p24 et p17 au niveau du cytoplasme, avec une localisation
sous forme granulaire. En présence de Vpu, la protéine p24 est cependant localisée de
façon plus diffuse dans le cytoplasme, et il y a une forte diminution du signal autant
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pour la protéine p24 que pour la protéine p17, bien qu’il soit possible de distinguer une
localisation à la membrane plasmique pour la protéine p17 (Fig. 153, C, D et E).
Également, il y a absence de colocalisation entre Vpu et les protéines p24 et p17 (Fig.
15D et E), renforçant l’idée que Vpu n’interagit pas directement avec Gag pour
augmenter la relâche virale (63). Nous avons ensuite vérifié que Vpu permettait
d’augmenter la relâche à partir de cellules HeLa en utilisant des constructions
provirales déficientes pour les glycoprotéines d’enveloppe et la protéase virale. Nous
avons démontré que dans ce contexte, Vpu permet d’augmenter la relâche de particules
virales non infectieuses (VLP), en comparaison avec l’absence de Vpu (Fig. 16). Nous
avons ensuite utilisé des cellules HeLa transfectées avec les constructions provirales
Env- et PR-, et différant pour la présence de Vpu, afin d’isoler les radeaux lipidiques
des autres domaines membranaires. Avec cette expérience, nous n’avons pas pu
montrer clairement que Vpu penuettait un ciblage accru de la protéine p55Gag dans
des fractions résistantes à la solubilisation au détergent. En considérant les fractions
«barges» comme des fractions DRM, il semble cependant y avoir une augmentation
de la quantité de Pr55 dans les DRM, bien que cette différence ne soit pas très
importante (Fig. 17). Nous avons également montré qu’un traitement des cellules avec
la méthyl-f3-cyclodextrinc, penriettant l’extraction du cholestérol de la membrane
plasmique et donc une réduction des radeaux lipidiques à cet endroit, n’affecte pas la
capacité de Vpu d’augmenter la relâche virale (Fig. 18). Cela laisse croire que Vpu
pourrait cibler la protéine p55Gag à des radeaux lipidiques situés à des membranes
intracellulaires, avant que Pr55 n’atteigne la membrane plasmique. Nous avons
donc traité les cellules avec la simvastatin, un inhibiteur de la biosynthèse du
cholestérol, dans le but de réduire le cholestérol, et par conséquent les radeaux
lipidiques, des membranes intracellulaires. Pour les cellules exprimant Vpu, ce
traitement a entraîné une diminution de la relâche par rapport aux cellules non traitées.
Par contre, pour les cellules n’exprimant pas Vpu, les niveaux de p55Gag dans le
surnageant sont indétectables, autant pour les cellules non traitées que pour les cellules
traitées avec la simvastatin (résultats non montrés). Il nous est alors impossible de
calculer les pourcentages de relâche virale en absence de Vpu, ce qui nous empêche de
faire une comparaison avec les pourcentages obtenus en présence de Vpu. Nous ne
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pouvons donc ni affirmer ni confirmer la possibilité que Vpu puisse augmenter le
ciblage de p55Gag à des radeaux lipidiques situés à des membranes intracellulaires.
Localisation intracellulaire de Gag
Les résultats présentés à la figure 15 montrent qu’en absence de Vpu, il y a une
accumulation de la protéine de capside p17 à l’intérieur de la cellule (Fig. 15C et E).
Cette protéine n’étant produite que lors du clivage du précurseur Pr55 au moment
de l’assemblage et de la maturation virale, nous pouvons supposer que l’accumulation
de p17 concorde alors avec une accumulation de particules virales dans la cellule. Ce
résultat vient confirmer ce qui a déjà été obtenu par plusieurs groupes (63, 87, 99). En
présence de Vpu, le marquage pour la p24 est plus diffus dans le cytoplasme, en
comparaison avec l’absence de Vpu (Fig. 153 et D). La protéine de capside p24
permet de marquer à la fois le précurseur p55Gag et la protéine p24 mature. En
présence de Vpu, il y a une forte diminution du signal pour la protéine p17 (Fig. 15C et
E), mais il est toutefois possible d’observer une certaine accumulation de la protéine
p17 à la membrane plasmique (Fig. 15E). La protéine p17 identifiant les virus
matures, cela nous laisse supposer que le bourgeonnement et la maturation du virus
s’effectue à la membrane plasmique en présence de Vpu.
Suite à l’isolement des radeaux lipidiques, nos résultats ne démontrent pas avec
certitude que Vpu permet un ciblage accru de p55Ga au niveau des radeaux
lipidiques. En présence de Vpu, il y a toutefois une tendance à une augmentation de
p55 au niveau des DRM lorsque les «barges» sont considérés comme faisant
partie des DRM. Cette tendance doit par contre être confirmée par d’autres
expériences d’isolement des radeaux lipidiques. Les résultats obtenus suite à la
déplétion du cholestérol cellulaire montrent que Vpu n’agit pas sur la localisation de
p55’ dans des radeaux lipidiques situés à la membrane plasmique, ce qui nous laisse
penser que Vpu pourrait agir sur la localisation de p551 à des radeaux lipidiques
situés à des membranes intracellulaires. Cependant, il nous a été impossible de
confirmer ou d’infirmer cette hypothèse. De plus, nous ne pouvons exclure que l’effet
observé lors de la déplétion du cholestérol ne soit pas dû à une destruction des radeaux
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lipidiques, mais bien à une altération d’autres fonctions cellulaires nécessitant le
cholestérol. Pour contourner ce problème, il serait intéressant de voir si les protéines
p24 et p17 colocalisent avec des marqueurs de radeaux lipidiques, en présence et en
absence de Vpu. Une colocalisation accrue des protéines p24 et/ou p17 avec les
marqueurs de radeaux lipidiques, tel le GM1 par exemple, en présence de Vpu,
viendrait ainsi renforcer les résultats obtenus suite à l’isolement des radeaux lipidiques.
Toutefois, la visualisation des radeaux lipidiques impose leur regroupement en
incubant d’abord les cellules avec la choléra toxine B (CTx-B) qui se lie au GM1, pour
ensuite incuber les cellules avec un anticorps dirigé contre la CTx-B (91, 132). Le
regroupement des radeaux lipidiques ne pouvant se faire qu’à la membrane plasmique,
il serait alors impossible de déterminer si Vpu penuet un ciblage accru de Pr55
des radeaux lipidiques intracellulaires. Cependant, cette expérience nous permettrait
de compléter les données obtenues lors de l’isolement des radeaux lipidiques. Aussi,
une proportion de la protéine Vpu se retrouve dans les fractions DRM, bien qu’en
moindre importance par rapport à la proportion de la protéine retrouvée dans les
fractions solubles (Fig. 173). Une certaine proportion de Pr55 se retrouve
également dans les fractions DRIVI (Fig. 173). Toutefois, les observations faites à
l’aide de la microscopie à fluorescence montrent que Vpu ne colocalise ni avec la
protéine p24 ni avec la protéine p17 (Fig. 15D et E). Il serait cependant difficile de
montrer une colocalisation de Vpu avec des marqueurs de radeaux lipidiques, puisque
Vpu se localise principalement dans la région périnucléaire (Fig. 15A), et que les
radeaux lipidiques ne peuvent être visualisés qu’à la membrane plasmique. Dans le
cas où des expériences supplémentaires démontraient que Vpu entraîne une
localisation accrue de p551 dans les radeaux lipidiques, il serait aussi intéressant de
vérifier l’effet du mutant de Vpu f819, déficient pour l’augmentation de la relâche, sur
la localisation intracellulaire des protéines p24 et p17, d’une part, et sur la
colocalisation de ces mêmes protéines avec les marqueurs de radeaux lipidiques,
d’autre part. De plus, il serait également intéressant de vérifier la localisation
intracellulaire de ce mutant de Vpu, afin de voir si la localisation de la protéine a un
effet sur sa capacité d’augmenter la relâche virale.
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Isolement des radeaux lipidiques
La technique principalement employée pour isoler les radeaux lipidiques des
autres composantes de la membrane consiste en l’extraction à l’aide de détergents non
ioniques. Les termes DIG (detergent-insoïtible, gÏycosphingoÏiid-enriched
membranes) et DRM (detergent-resistant membranes) sont employés pour désigner les
radeaux lipidiques. Ces microdomaines sont d’ailleurs définis traditionnellement
comme étant des domaines membranaires résistants à la solubilisation par 1 % Triton
X-100 à de basses températures, et qui flottent à l’interface des densités 5 ¾
saccharose / 30 % saccharose dans un gradient de densité (135). Dans nos expériences
d’isolement de radeaux lipidiques, nous avons utilisé une concentration finale de 0,125
¾ Triton X-100, et des gradients de saccharose formés de trois couches de 85,5 ¾, 65
¾ et 10 % de saccharose. Le type de gradient est le même que celui utilisé dans un
article de Ono & Freed montrant une localisation de p55Gag avec des fractions DRM
(126). Les concentrations de saccharose utilisées pour ce gradient ne nous permettent
malheureusement pas de discriminer de façon plus fine les densités auxquelles
pourraient se retrouver des complexes Gag. Le groupe de M. D. Resh a utilisé un
gradient Optiprep comprenant des étages de 50 %, 40 ¾, 30 %, 20 % et 10 %
d’Optiprep, et ils ont montré que Gag se retrouvait dans des fractions de 30-40 ¾
d’Optiprep, alors que les marqueurs de radeaux lipidiques cavéoline et GM1 se
retrouvaient dans des fractions de 0-30 ¾ d’Optiprep. Les auteurs ont alors conclu que
Gag localisait dans des domaines semblables aux radeaux lipidiques, appelés
«barges» (101). Nous avons calculé le pourcentage de p55Gag présent dans les
fractions DRM de deux façons. Dans l’un de ces calculs, nous avons considéré le
p55ag
retrouvé dans la fraction 7 de notre gradient comme se trouvant dans des
fractions DRI\4 (Fig. 173), justement par qu’il se retrouvait dans une fraction de plus
forte densité, et que nous avons associé cette fraction aux «barges ». Toutefois, il
subsiste des réserves à ce rapprochement. D’abord, nous avons fait nos expériences à
partir de cellules HeLa, alors que le groupe de M. D. Resh a utilisé des cellules COS-Ï.
Le type de gradient titilisé est également différent. Alors que le groupe de M. D. Resh
a utilisé un gradient Optiprep fait de cinq étages (voir plus haut), nous avons utilisé un
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gradient de saccharose fait de trois concentrations différentes (voir section Matériel et
méthodes). Il serait intéressant de faire l’isolement des radeaux lipidiques en utilisant
un gradient ayant plus d’étages, ce qui nous permettrait de mieux définir la localisation
de p55Gag et de déterminer si la protéine se retrouve dans les mêmes fractions que les
marqueurs de radeaux lipidiques comme la cavéoline. De plus, la protéine Vpu se
retrouve également dans des fractions DRM , tout comme la protéine p55Gag (Fig.
173). Cependant, les résultats obtenus en microscopie à fluorescence nous indiquent
qu’il n’y a aucune colocalisation entre Vpu et Gag (Fig. 15D et E). En utilisant un
gradient composé de plusieurs étages ayant des pourcentages de saccharose plus
rapprochés, nous pourrions certainement voir une localisation de Vpu et de p55Gag
dans des fractions du gradient ayant des densités différentes. Les résultats que nous
avons obtenus nous laissent supposer que Vpu permet un ciblage accru de Pr55 dans
les fractions DRM, bien que la différence entre les pourcentages de p55Gag situés aux
DRM en présence et en absence de Vpu ne soit pas très importante. Il y a une grande
variabilité d’une expérience d’isolement des radeaux lipidiques à l’autre, et il sera donc
nécessaire d’effectuer d’autres expériences afin de confirmer ou d’infirmer un effet de
Vpu sur la localisation de p55Gag aux radeaux lipidiques. Tout en tenant compte des
variabilités inhérentes à ces expériences, et sachant qu’une augmentation du ciblage
aux «barges» permet une augmentation de la production de VLP (101), l’utilisation
d’un gradient permettant une séparation plus fine des protéines nous permettrait de
déterminer si Vpu permet d’accroître la quantité de p55’1 retrouvée dans des
fractions DRM, ou si Vpu augmente le pourcentage de Pr55G retrouvé dans les
fractions «barges ».
Cependant, la notion de «barges» reste controversée. Dans un article paru plus
récemment, Ding et aï. ont montré que lors de l’extraction avec du Triton X-100, les
marqueurs de radeaux lipidiques PLAP et Fyn-GFP se retrouvent à l’interface entre 10
¾ et 30 % d’un gradient d’iodixanol, alors que Gag-GFP se retrouve à l’interface entre
30 % et 40 %. Les complexes Gag résistants à la solubilisation par le Triton X-100 se
situent donc dans des fractions ayant une densité plus élevée que la densité des
fractions contenant les marqueurs de radeaux lipidiques, ce qui rejoint le résultat
obtenu par le groupe de M. D. Resh. Toutefois, après une extraction du cholestérol
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cellulaire avec la méthyl-3-cyclodextrine et la centrifugation sur gradient de densité
des lysats cellulaires, le marqueur de radeaux lipidiques fyn-GFP se retrouve en
majorité dans les fractions solubilisées, alors que la densité de flottaison des
complexes Gag n’est pas affectée. Les auteurs croient donc que les complexes Gag
résistants au détergent ne représentent pas des complexes Gag associés aux radeaux
lipidiques (42). Également, Holm et aï. ont montré que Gag, après une extraction au
Triton X-100, se retrouve à l’interface entre 30 ¾ et 40 % d’iodixanol, alors que le
marqueur de radeaux lipidiques CD55 se trouve à Pinterface entre 5 % et 30 %
d’iodixanol. Les domaines retrouvés à l’interface 30-40 ¾ correspondrait encore une
fois aux «barges », mais ce groupe a aussi montré que différents types de protéines
non associées aux radeaux lipidiques se trouvent également à cette interface. De plus,
la localisation de Pr55 à l’interface 30-40 % d’iodixanol résiste au traitement avec
le Triton X-100 à 37°C. Holm et al. croient donc que la localisation de Gag dans des
fractions de plus forte densité ne saurait être associée à une localisation au niveau des
radeaux lipidiques (75). Cependant, il peut être discutable de comparer entre eux les
résultats obtenus par ces trois groupes. En effet, alors que Ding et aï. ont utilisé des
cellules 293T, et Holm et al., des cellules Jurkat, Lindwasser & Resh ont quant à eux
utilisé des cellules COS-1 pour déterminer la localisation de Gag dans les radeaux
lipidiques. Il a été montré que pour l’utilisation d’un même détergent, la composition
des DRM pouvait être différente d’un type cellulaire à un autre (151), ce qui pourrait
expliquer les variations entre les résultats de ces trois groupes.
Des détergents autres que le Triton X-100 sont utilisés pour isoler des radeaux
lipidiques, tels le Brij 5$, le Brij 96, le Brij 9$, le Nonidet P40, le CHAPS, le Lubrol
WX et le Tween 20 (135, 151). Dans leur article, Holm et aï. ont d’ailleurs montré
que p55Gag localisait dans des domaines membranaires sensibles à la solubilisation au
Triton X-100, mais résistants à la solubilisation au Brij9$, un détergent permettant
l’isolement des radeaux lipidiques à 37°C (75). La protéine Pr55 se retrouve même
dans des fractions de plus faible densité lors de la solubilisation avec le Brij9$ (20-25
% iodixanol), comparativement à la densité des fractions où se retrouve Pr55 lors la
solubilisation au Triton X-100 (30-40 % iodixanol). Par contre, lors de l’utilisation du
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Triton X-100, Hoim et aï. ont isolé les radeaux lipidiques à partir de cellules Jurkat,
alors qu’ils ont utilisé des cellules 293T pour le traitement au Brij9$, ce qui petit
sembler difficile à comparer. En utilisant un seul et même type cellulaire, il pourrait
alors être intéressant de comparer l’effet de Vpu sur la localisation de Pr55G dans les
radeaux lipidiques, en utilisant parallèlement le Triton X-100 et le Brij98, pour voir si
Vpu ne permettrait pas un enrichissement de Pr55 dans des domaines sensibles au
Triton X-100 mais résistants au Brij98. Cependant, il été montré que pour un même
type cellulaire, l’utilisation de différents détergents permettent d’isoler différents types
de radeaux lipidiques (135). Une même protéine peut se retrouver dans des fractions
différentes d’un gradient, selon le détergent utilisé pour la solubilisation des
membranes. De plus, le Triton X-100 et le CHAPS sont les détergents les plus fiables
pour analyser une association possibte avec les radeaux lipidiques (151).
En ce qui concerne le rôle de Vpu, d’autres expériences sont nécessaires pour
confirmer que Vpu permet bien d’augmenter la quantité de Pr55G au niveau des
radeaux lipidiques. Ensuite, il s’agirait de vérifier l’effet de différents mutants de Vpu
sur le ciblage de p55 au niveau des radeaux lipidiques. Plusieurs mutants de la
partie transmembranaire de Vpu, responsable de la fonction de relâche de la protéine,
ont déjà été construits dans notre laboratoire. Un de ces mutants, dont l’isoleucine en
position $ est changée pour une phénylalanine, et la valine en position 9 changée pour
une isoleucine, a une capacité réduite d’augmenter la relâche virale, comparativement
avec la protéine Vpu de type sauvage. Ce mutant, désigné f819, petit induire la
dégradation de la molécule CD4 avec la même efficacité que Vpu de type sauvage
(16$). De plus, la phosphorylation des résidus sérine en position 52 et 56 de Vpu
améliore sa capacité d’augmenter la relâche virale, mais elle n’est pas nécessaire à
cette fonction (53, 145. 150), alors qu’elle est indispensable pour la dégradation de la
molécule CD4 (129, 169). 11 serait alors intéressant de vérifier, dans le contexte d’une
construction provirale Env- et PR-, la distribution de Pr55 au niveau des radeaux
lipidiques, en présence du mutant de relâche f819 et du mutant de phosphoiylation
S52/56D. Cela nous permettrait d’établir un lien entre l’activité d’augmentation de la
relâche virale par Vpu et l’association des protéines de structure du virus aux radeaux
lipidiques. Éventuellement, il faudrait déterminer la localisation de Gag avec des
$4
marqueurs de radeaux lipidiques, en absence ou en présence de Vpu, dans des
conditions plus physiologiques, en utilisant des cellules T CD4+ (MT4, Jurkat)
infectées avec des virus Vpu- ou Vpu+.
Réduction du cholestérol cellulaire
Si Vpu permet une relâche virale accrue en augmentant le ciblage et/ou
l’assemblage de Pr55 au niveau des radeaux lipidiques, la destruction ou la
perturbation de ces microdomaines devrait entraîner une diminution de la relâche par
Vpu. Les pourcentages de relâche obtenus en présence de Vpu devraient donc
rejoindre les pourcentages obtenus en l’absence de la protéine. La réduction du
cholestérol cellulaire est un des moyens utilisé pour altérer les radeaux lipidiques,
ceux-ci étant enrichis en cholestérol. Le traitement des cellules avec la méthyl-3-
cyclodextrine permet une diminution importante du cholestérol cellulaire, tel que nous
l’avons montré à la figure l$A. Le ratio entre les pourcentages de relâche obtenus en
présence et en absence de Vpu est resté le même lors du traitement des cellules avec la
Mj3CD, en comparaison avec les cellules non traitées. La Mf3CD permettant
l’extraction du cholestérol de la membrane plasmique, seuls les radeaux lipidiques de
cette membrane étaient affectés. Nos résultats suggèrent que Vpu n’agit pas sur la
localisation de Pr55 dans les radeaux lipidiques situés à la membrane plasmique,
puisque leur destruction n’a pas affecté la capacité de Vpu d’augmenter la relâche
virale, en comparaison avec l’absence de la protéine. Alors, si Vpu agit bien au niveau
des radeaux lipidiques, elle pourrait alors agir sur la localisation de p55Gag dans des
radeaux lipidiques situés à des membranes intracellulaires.
Le traitement des cellules à la simvastatin, un inhibiteur de l’enzyme HMG-CoA
réductase impliquée dans la biosynthèse du cholestérol, permet de réduire le
cholestérol non seulement à la membrane plasmique, mais aussi aux membranes à
l’intérieur de la cellule. Nous avons cependant été incapables de conclure quoi que ce
soit de cette expérience, puisque les niveaux de Pr55 relâchés en absence de Vpu
sont indétectables, autant pour les cellules non traitées que pour celles traitées avec la
simvastatin. Il nous est alors impossible de calculer les pourcentages de relâche
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obtenus en absence de Vpu, et de les comparer avec ceux obtenus en présence de Vpu.
Nous croyons que le problème de détection du p55Gag relâché en absence de Vpu peut
venir en partie du traitement à la simvastatin. En effet, les cellules ont été cultivées
pour 4$ heures en présence de simvastatin, dans du milieu sans sérum. Dans leur
expérience, Ono et Freed ont utilisé du sérum déficient en lipoprotéines (LPDS) pour
la culture des cellules lors du traitement à la simvastatin (126). Au moment de faire
notre expérience, il y avait une pénurie pour ce type de sérum. Nous avons donc choisi
de cultiver les cellules en absence de sérum. Dans ces conditions, nous avons obtenu
une bonne expression de p55Gag dans les cellules (résultats non montrés). À première
vue, l’absence de sérum dans le milieu de culture ne semble donc pas poser de
problème. Par contre, nous ne pouvons pas écarter la possibilité que l’absence de
sérum affecte la production de VLP. Les niveaux de Pr55 relâchés en absence de
Vpu étant déjà peu élevés (Fig. I 6A), une diminution de la production virale causée par
un manque de sérum lors de la culture des cellules pourrait rendre indétectables les
niveaux de Pr55 relâchés. Cette expérience mériterait donc d’être à nouveau tentée
avec, cette fois, du sérum LPDS pour la culture des cellules lors du traitement à la
simvastatin. L’utilisation de cellules HeLa transfectées avec des constructions
provirales déficientes pour les glycoprotéines d’enveloppe et la protéase virale ne nous
permet cependant qu’un seul cycle de production virale, les particules produites étant
non infectieuses. De plus, l’efficacité de transfection des cellules HeLa par la méthode
du phosphate de calcium est relativement peu élevée en comparaison avec d’autres
types cellulaires, comme les cellules 293T par exemple. Cela peut contribuer à des
niveaux plus faibles de VLP relâchées. L’utilisation d’une autre méthode de
transfection pour les cellules HeLa, FuGene par exemple, pourrait peut-être augmenter
le pourcentage de cellules positives et, par conséquent, la quantité de VLP produites.
Alternativement, des cellules HeLa-CD4 pourraient être infectées avec des virus Vpu
et Vpu+, et traitées à la simvastatin. L’utilisation de particules virales infectieuses
penriettrait plusieurs cycles d’infection, augmentant ainsi le nombre de virus relâchés.
En faisant abstraction de la méthode employée, la réduction du cholestérol
cellulaire permet de détruire ou de perturber la structure des radeaux lipidiques.
Toutefois, cette approche ne tient pas compte des effets négatifs potentiels que pourrait
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causer la perte du cholestérol pour d’autres fonctions cellulaires. Si le cholestérol a
des fonctions aux membranes autres qtie la formation des radeaux lipidiques, la
déplétion du cholestérol peut affecter ces autres fonctions. Les effets observés, par
exemple sur la relâche virale, seraient petit-être imputables à la perturbation de ces
autres fonctions, et non seulement à la destruction des radeaux lipidiques. D’ailleurs,
des fonctions reliées aux propriétés physiques des membranes cellulaires ont été
suggérées pour le cholestérol et les sphingolipides, incluant la perméabilité et la
fluidité membranaires, ainsi que des interactions spécifiques avec des protéines. Donc,
en considérant que le cholestérol est important pour plusieurs propriétés physiques des
membranes, et que des processus cellulaires pourraient être affectés à différents degrés
par des changements à n’importe laquelle de ces propriétés, les effets reliés à la
réduction du cholestérol cellulaire peuvent avoir plusieurs causes, la perte des radeaux
lipidiques n’étant qu’une de celles-là (112).
Importance de la fonction de relôche
La capacité de la protéine Vpu d’augmenter la relâche virale a de grandes
implications au niveati de la pathogénèse et de la propagation du virus. D’abord, la
relâche d’un plus grand nombre de particules virales par cellule infectée facilite la
dissémination du virus chez l’individu infecté. Plus il y a de virus relâchés, plus
grande est la possibilité d’infecter de nouvelles cellules. La propagation facilitée du
virus chez un individu infecté pourrait alors accélérer l’évolution de la maladie,
puisqu’un plus grand nombre de lymphocytes T CD4+ et autres cellules cibles du VIH
serait possiblement infectés, entraînant une détérioration plus rapide du système
immunitaire. Également, l’infection accrue de nouvelles cellules donne au virus
davantage d’occasions de se répliquer. En augmentant les possibilités de nouveaux
cycles de réplication, les possibilités de mutations du virus sont aussi accrues.
L’enzyme transcriptase inverse, qui génère un fragment d’ADN double brin à partir du
génome viral simple brin, n’a pas de fonction de correction, ce qui entraîne de hauts
taux de mutations (8$). Une capacité de mutation accrue pourrait entraîner une
meilleure capacité du virus à résister aux traitements anti-rétroviraux, avec des
conséquences sur la santé des patients infectés. La présence d’une protéine Vpu
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fonctionnelle est donc importante pour le VIH- 1. Dans le contexte d’une infection par
le VIH-2, qui ne code pas pour une protéine Vpu, c’est plutôt la protéine Env qui agit
comme facilitateur de la relâche virale (10, 12, 15). La fonction d’augmentation de la
relâche semble donc être très importante pour la propagation du virus, puisqu’elle est




En résumé, nos résultats ne montrent pas clairement que Vpu permet un ciblage
accru du précurseur polyprotéique Gag dans les radeaux lipidiques. Il semble toutefois
y avoir une augmentation de la quantité de p55Gag dans les radeaux lipidiques en
présence de Vpu, mais cette différence n’est pas très importante. D’autres expériences
doivent être menées afin de confinuer l’effet de Vpu sur la localisation de p55 au
niveau des radeaux lipidiques. Nos résultats suggèrent également que Vpu ne favorise
pas la localisation de Gag à des radeaux lipidiques situés à la membrane plasmique, ce
qui nous laisse croire que Vpu pouffait favoriser la localisation de Gag à des radeaux
lipidiques situés à des membranes intracellulaires. D’autres expériences doivent
cependant être menées afin de confirmer cette hypothèse. Par des expériences de
microscopie à fluorescence, nous avons de plus montré que Vpu et Gag ne
colocalisaient pas à l’intérieur de cellules HeLa. Nos données indiquent aussi une
accumulation de la protéine de capside p17 à l’intérieur du cytoplasme en absence de
Vpu, ce qui renforce des résultats obtenus par d’autres groupes. Un mutant de Vpu
ayant une capacité réduite d’augmenter la relâche virale a déjà été construit au
laboratoire. Il serait intéressant de vérifier la capacité de ce mutant d’augmenter le
ciblage du précurseur polyprotéique Gag dans les radeaux lipidiques. Nous pouffions
ainsi établir un lien entre l’activité de relâche de Vpu et l’association de protéines de
structure aux radeaux lipidiques. De plus, nous voudrions vérifier la localisation de ce
mutant de Vpu, afin d’évaluer l’importance de la localisation de la protéine pour sa
capacité d’augmenter la relâche virale. Ces expériences nous permettraient de mieux
comprendre le mécanisme d’action par lequel Vpu facilite la relâche des particules du
VIII-l. Compte tenu de l’importance de cette fonction pour la propagation du virus,
une meilleure connaissance de la machinerie impliquée dans l’augmentation de la
relâche virale par Vpu pourra sans doute permettre de développer de nouvelles
stratégies afin de mieux combattre les infections par le VIH- 1.
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